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RESUMO

"VACINA VIVA RECOMBINANTE A BASE DE HERPESVIRUS FELINO DE
TIPO 1, ESPECIALMENTE CONTRA A PERITONITE INFECCIOSA

FELINA"

E revelada uma vacina recombinante viva,
incluindo, como vector, um herpesvirus felino que inclui e
expressa, pelo menos, uma sequéncia de nucledétidos que
codifica para um polipéptido, estando a referida sequéncia
inserida nos sitios ORF5 e/ou ORF2. Sdo também revelados
uma fdérmula de vacina multivalente e fragmentos de DNA do

herpesvirus felino
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DESCRICAO

"VACINA VIVA RECOMBINANTE A BASE DE HERPESVIRUS FELINO DE
TIPO 1, ESPECIALMENTE CONTRA A PERITONITE INFECCIOSA

FELINA"

A presente invencdao refere-se a vacinas, de
preferéncia para gatos, produzidas a partir de herpesvirus
felinos recombinantes, e aos métodos de obtencdao e de
preparacao destes virus recombinantes. Em particular, a
presente invencdo refere-se mais particularmente aos
herpesvirus felinos recombinantes compreendendo uma cassete

de vectores para um (ou uns) gene(s) estranho(s).

A rinotraqueite infecciosa felina é causada pelo
herpesvirus felino de tipo 1 (em inglés Feline HerpesVirus
Type 1 ou FHV-1). O herpesvirus felino (FHV-1) ¢é classi-
ficado na familia dos Alphaherpesvirinae. A rinotraqueite
infecciosa felina é uma doenga muito disseminada nos gatos
e, na prdatica, todos os gatos medicalizados sao vacinados
contra esta afeccgcdo viral. Existem actualmente varias
vacinas para prevenir a rinotraqueite infecciosa. Estas
vacinas sao de tipo vivo atenuado, ou de tipo inactivado
(virus completo ou subunidades purificadas). A atenuagao
das vacinas vivas actualmente utilizadas foi obtida apds
passagens repetidas em células, e a causa da sua atenuacgéao

ndo ¢ conhecida. Além disso, estas vacinas apresentam em
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geral uma viruléncia residual e sdao por esta razdo admi-
nistradas por via parentérica (subcuténea ou intramuscular)
em vez de por via intranasal (que seria no entanto a via
escolhida tendo em conta a replicagdo local deste virus).
As vacinas inactivadas apresentam uma boa inocuidade, mas a
sua fraca imunogenicidade necessita de multiplas injeccgdes

para induzir uma protecgéao satisfatdria.

Por exemplo, o0s gatos domésticos sao expostos a
vdrias outras doencas, e o refinamento de um vector vacinal
que pudesse expressar diferentes antigénios de agentes
patogénicos felinos permitiria simplificar e melhorar a

eficdcia dos programas de vacinacgao.

Por fim, de entre as doencas que afectam o gato
doméstico, certas resistem sempre as abordagens vacinais
cldssicas. O <caso mais conhecido ¢é o da peritonite
infecciosa felina causada por um coronavirus (virus da
Peritonite Infecciosa Felina (PIF) ou, em inglés, "FIPV"

(Feline Infectious Peritonitis Virus)).

Um vector FHV-1, em que a atenuacdo seria tal que
este pudesse ser administrado por via oronasal no gato sem
desencadear patologia local e/ou geral, e que permitisse a
indugdo de uma resposta imunitdria protectora em simulténeo
contra a rinotraqueite infecciosa felina e contra outros
agentes patogénicos felinos, constituiria um progresso
significativo em matéria de vacinacao da populagdo felina

doméstica.
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Fol jé& proposto um certo numero de genes de FHV
como sitios de insercao:

O pedido de patente EP-A-0 447 303 propds a
insercao no sitio RR2 dos alphaherpesvirus, incluindo o
FHV.

O pedido da os meios de efectuar a insercdo no
sitio RR2 do herpesvirus de peru (virus HVT).

O pedido de patente WO-A-90 01547 propde vectores
FHV TK para a expressdo de genes heterdlogos.

Do mesmo modo, o pedido de patente WO-A-93 09238
propde uma vacina contra a leucemia felina formada por um
vector FHV no qual um gene de FelV foi inserido no gene TK
do wvirus FHV. Ver também no mesmo sentido os artigos de
R.C. WARDLEY et al. em J. Gen. Virol. 1992. 73. 1811-1818 e
de G.E. COLE et al. em J. Virol. 1990. 64. 4930-4938.

O pedido de patente WO-A-94 03621 propde a
inserc¢ao nos genes gI, gk, US9, US10 e US11.

O pedido de patente WO-A-95 00172 propde inserir
um ADN que serve de marcador na regido do genoma
compreendendo os genes gl e gE.

O pedido de patente EP-A-0 576 092 propde a
grelha de leitura aberta ("ORF") situada entre o gene gC e
o gene homélogo do gene HSV-1 UL46 como sitio preferencial
para a insercdo no genoma FHV. Ver também M.J. WILLEMSE et

al. em J. Gen. Virol. 1994. 75. 3107-3116.

Foram utilizados diversos promotores, incluindo

0s geralmente disponiveis comercialmente, nas diferentes
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construcdes descritas na técnica anterior, entre os quais o
promotor HCMV IE (CMV imediato precoce humano), a sequéncia
promotora da regido LTR do virus RSV (Rous Sarcoma Virus),

e o promotor precoce do virus SV40.

A presente invencdo tem por objectivo propor-—
cionar uma vacina FHV viva, atenuada mas tendo conservado
uma boa capacidade de replicacdo in vivo, com vista a

imunizar os gatos contra a rinotraqueite infecciosa.

Um outro objectivo da invengao € proporcionar uma
vacina viva recombinante a base de FHV que seja eficaz
contra 0os outros agentes patogénicos felinos. Em
particular, devido aos numerosos insucessos observados na
vacinagdo contra a peritonite infecciosa felina com as
vacinas inactivadas ou vivas atenuados, principalmente
devido ao fendémeno de "facilitacéao" (exacerbacao da
doenca), a necessidade de uma vacina realmente eficaz
contra a PIF existe sempre. Uma tal vacina com base num
vector FHV-1 recombinante que seria realmente eficaz contra
a peritonite infecciosa felina, doenca para a qual ninguém
ainda comercializou uma vacina satisfatéria, poderia, por
outro lado, abrir uma via as vacinas muito eficazes contra
outras doencgas do gato, como, por exemplo, e entre outras,
a leucemia felina, o sindroma da imunodeficiéncia felina do

FIV, ou ainda a panleucopenia felina.

Ainda um outro objectivo da invengdo é permitir

uma vacinacgédo eficaz dos gatos wutilizando a via oronasal.
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O requerente caracterizou uma nova parte do
genoma de FHV, na qual caracterizou novas regides do genoma
do wvirus FHV, regides denominadas daqui em diante (ver
exemplo 3) FHV ORF2 e FHV ORF5, que se comprovou serem
utilizédveis para a 1nsercadao de Ggenes estranhos nas
condig¢des que permitem cumprir os objectivos expostos

acima.

A presente invencdo tem, portanto, por objectivo
uma vacina viva recombinante wutilizando como vector um
herpesvirus felino compreendendo, e expressando, pelo
menos, uma sequéncia nucleotidica que codifica para um
polipéptido, estando esta sequéncia inserida no sitio ORFS

e/ou no sitio ORF2.

De preferéncia, a sequéncia inserida codifica
para um polipéptido antigénico e, preferencialmente, para
um polipéptido antigénico de um agente patogénico felino.
Podem igualmente inserir-se sequéncias que codificam para
proteinas imunomoduladoras tais como as citocinas. De
acordo com uma modalidade vantajosa, pode associar—-se uma
sequéncia que codifica para uma citocina, ou andlogo, e uma
sequéncia que codifica para um antigénio. Se for
necessario, varias sequéncias de citocinas podem estar
associadas entre elas, eventualmente em combinagdo com uma

das sequéncias que codificam para os antigénios.

A inserc¢do nos dois sitios recentemente carac-
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terizados é realizada pela insercao simples (sem delecgao)
ou apds delecdo parcial ou total das ORFs utilizadas como

sitios de insercéao.

De acordo com uma modalidade particularmente
preferida da invencdo, efectuam—-se inserg¢des e/ou delegdes
nos dois sitios descritos. Esta modalidade estda parti-
cularmente adaptada a utilizacdo de estirpes selvagens
virulentas do virus FHV-1 para a obtencdao de recombinantes.
Pode assim inserir-se, pelo menos, uma sequéncia nucleo-
tidica em cada um dos sitios, ou ainda inserir apenas num
sitio, de preferéncia ORF5, e remover todo ou parte do

outro sitio.

De acordo com uma outra modalidade, que se aplica
as estirpes vacinais atenuadas, se estarem limitadas, a
insercao ¢é efectuada num Unico de dois sitios, de

preferéncia o sitio ORF5.

Os herpesvirus felinos de acordo com a invengao
sdo, de preferéncia, os virus FHV de tipo 1. pode utilizar-
se, em particular, a estirpe FHV-1 CO em que a sequéncia da
regido gendémica (ORF1l a ORF8) esta indicada na lista de
sequéncias sob a referéncia SEO ID N° 1 (ver também tabela
1 exemplo 3). O sitio ORF2 estda situado entre os
nucledétidos 1655 e 2596. O sitio ORF5 estd situado entre os

nucledétidos 5869 e 7113.

Para a expressao de genes estranhos inseridos no
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genoma de FHV-1 de acordo com a presente invencgéo,
utilizar—-se—-a, de preferéncia, um promotor eucariota forte,
tal como, preferencialmente, um promotor CMV imediato pre-
coce (IE). Por promotor CMV IE, entende-se, nomeadamente,
um fragmento tal como dado nos exemplos na medida em que o0s
seus subfragmentos conservam a mesma actividade promotora.
o promotor CMV IE pode ser o promotor humano (HCMV IE) ou o
promotor murino (MCMV IE), ou ainda um promotor CMV IE de
uma outra origem, por exemplo do rato, da cobaia, ou do

porco.

Poder-se-& inserir, pelo menos, duas sequéncias
nucleotidicas num dos sitios ORF2 ou ORF5 sob o controlo de
promotores diferentes. Podera tratar-se de, nomeadamente,

de promotores CMV IE de origens diferentes.

De acordo com um desenvolvimento vantajoso da
invencao, associa-se ao promotor CMV IE um outro promotor
de acordo com uma disposicdo invertida, de modo que os dois
promotores tém as suas extremidades 5’ adjacentes, se bem
que as transcrigbes iniciadas a partir destes promotores se
fazem em sentidos opostos, o que permite inserir, na regiao
de insercédo, duas sequéncias nucleotidicas, uma sob a
dependéncia do promotor CMV IE, a outra sob a do promotor
associado. Esta construcgao é notdvel pelo facto de que a
presenca do promotor CMV IE, e nomeadamente da sua parte
activadora (estimulador), poder activar a transcrigéo
induzida pelo promotor associado. Como promotor associado,

pode citar—-se, por exemplo, um promotor CMV de espécie
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diferente do primeiro promotor. Pode-se visar, igualmente,
outros promotores tais como o promotor RNA1.8 do virus da
doenca de Marek (MDV) (G. Bradley et al. J. Virol. 1989.

63.2534-2542) .

A sequéncia nucleotidica inserida no vector FHV
para ser expressa pode ser toda a sequéncia que codifica
para um polipéptido antigénico de um agente patogénico
felino capaz de, uma vez expressa nas condigdes favoraveis
procuradas pela invencgao, assegurar uma imunizagdo gue
conduz a uma protecgdo eficaz do animal vacinado contra o
agente patogénico. Poder-se-a entdo inserir, nas condigdes
descritas pela presente invencdo, as sequéncias nucleo-—
tidicas que codificam para os antigénios de interesse para

uma determinada doenca.

O caso tipico da invengdo é a insercao de, pelo
menos, uma sequéncia nucleotidica que codifica de forma
conveniente um polipéptido do virus da peritonite infec-
ciosa felina (PIF ou FIPV) e, de preferéncia, o polipéptido
FIPV M ou o polipéptido FIPV S modificado. Obtém-se assim
uma vacina viva recombinante que assegura, adicionalmente
uma protecgdo contra a rinotraqueite infecciosa felina, uma
protecgdo contra a peritonite infecciosa felina. Se for
desejado, pode também inserir-se, adicionalmente ou em vez
de, uma sequéncia que codifica para um outro antigénio do
virus PIF, tal como a proteina N, a proteina 7b, e/ou ainda
0s polipéptidos codificados pelo gene da polimerase (polB)

do virus da PIF.
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Outros casos preferidos da invengdo séao a
insercao de sequéncias nucleotidicas que codificam para os
antigénios ou fragmentos de antigénios do virus da leucemia
felina (FelV), em particular, os genes env, gag e pol
(Osterhaus A. et al. J. Immunol., 1985. 135. 591-596; Lutz
H. Vet. Microbiol. 1990. 23. 131-146; Clark N. et al.
JAVMA, 1991. 199. 1433-1443; Thomsen D. et al. J. Gen.
Virol., 1992. 73. 1819-1824), do virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) (Jarrett O. et al. AIDS, 1990, 4 (supl. 1):
S163-5165; Miyazawa T. et al. Arch. Virol; 1994, 134, 221-
234; de Rhonde A. et al. Virology, 1994. 198. 257-264), em
particular, os genes env, gag e pol, do virus da
panleucopenia felina (FPV) (Carlson J. et al. J. Virol.
1985. 55. 574-582; Martyn J. et al. J. Gen. Virol. 1990.
71, 2747-2753), em particular, o gene da capside VP2, do
calicivirus felino (FCV) (Neill J. et al. J. Virol. 1991.
65. 5440-5447; Carter M. et al. Virology. 1992. 190. 443-

448), em particular, o gene da cdapside.

Um caso tipico da invencdo ¢é uma vacina
compreendendo uma sequéncia nucleotidica que codifica para
um antigénio do virus da PIF sob o controlo de CMV IE e uma
sequéncia nucleotidica que codifica para um antigénio de
uma outra doencga viral felina, nomeadamente as citadas mais

acima, sob o controlo do outro promotor.

A presente invencao tem também por objectivo uma

férmula de vacina multivalente, compreendendo, em mistura
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ou para misturar, pelo menos, duas vacinas vivas recom-
binantes tais como definido acima, compreendendo, estas
vacinas, sequéncias inseridas diferentes, nomeadamente de

patogénicos diferentes.

A presente invencgdo tem também por objectivo os
virus FHV modificados em um ou nos dois sitios ORF2 e ORF5

como indicado acima.

Ela tem também por objectivo um método de
vacinagdo, em particular de gatos, no gqual se administra
por qualquer via parentérica ou local, mas de preferéncia
por via oronasal, uma quantidade eficaz de uma vacina tal
como acima definido. A dose wvacinal estard compreendida
entre 102 DICC50 e 10’ DICC50. Tal como definido, a wvacina
é eficaz, em geral, apds uma Unica administracdo por via
oronasal. No entanto, as administracgdes repetidas podem ser

necessarias.

A presente invencdo tem também por objectivo os
fragmentos de ADN compreendendo toda ou parte da sequéncia
definida pelas ©posigdes 1 a 8193 na SEQ ID N° 1,
nomeadamente toda ou parte dos sitios ORF2 e ORF5 definidos
e/ou sequéncias flanqueantes localizadas a montante e a
jusante destes sitios, fragmentos que serdo uUteis coo
bracos flanqueantes para as técnicas de recombinacgéao
homéloga com o genoma do virus FHV parental. Obviamente, a
invencao refere-se também as variantes destes fragmentos

que correspondem as sequéncias equivalentes das outras
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estirpes de FHV. O especialista tem toda a liberdade para
escolher as regides que servem de bragos flanqueantes em
ligagdo com o tipo de insercédo (com ou sem delecgdo) ou de
delecado (parcial ou total) seleccionada. De uma maneira
geral, os bracos flanqueantes poderdo, deste modo, possui

de 100 a 800 pares de bases.

A invencdo vail ser agora descrita mais em detalhe
com o auxilio de exemplos de realizagdo ndo limitativos,

utilizados com referéncia as figuras, nas quais:

Figura 1l: Sequéncia da regido FHV-1 (10803 pares de bases)
e traducdo das diferentes grelhas de leitura
aberta (ORF) presentes nesta sequéncia (ORF1l a
ORF8) .

Figura 2: Construcdo do plasmideo pPBl107 (plasmideo dador
para a insercédo de cassetes de vectores no sitio
FHV-1 ORF2)

Figura 3: Construcdo do plasmideo pPB110 (plasmideo dador
para a insergdo de cassetes de vectores no sitio
FHV-1 ORFb5)

Figura 4: Construgdo da cassete de vectores para o gene
FIPV M (plasmideo pPB105)

Figura 5: Construgdo da cassete de vectores para o gene
FIPV S (plasmideo pPB055)

Figura 6: Mutagénese do sitio Al do gene FIPV S (plasmideo
PpJCA084)

Figura 7: Mutagénese do sitio A2 do gene FIPV S (plasmideo

pJCA085)



PE0870046

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

10:

11:

12:

13:

14:

15:

16:

Mutagénese dos sitios Al + A2 do gene FIPV S

FIPV S*) (plasmideo pJCA087)

(=

Construcgédo da cassete de vectores para o gene

FIPV S * modificado

(plasmideo pPB056)

(mutacdes nos sitios Al e A2)

Construcdo da cassete de vectores para o gene

FIPV N (plasmideo pJdCAQ091)

Construcdo do plasmideo dador para a
cassete de vectores do gene FIPV M no
ORF2 (pPB111)

Construgdo do plasmideo dador para a
cassete de vectores do gene FIPV S
FHV-1 ORF2 (pPB112)

Construgdo do plasmideo dador para a
cassete de vectores do gene FIPV N no
ORF2 (pPB113)

Construcgdo do plasmideo dador para a
cassete de vectores do gene FIPV M no
ORF5 (pPB114)

Construgdo do plasmideo dador para a
cassete de vectores do gene FIPV S
FHV-1 ORF5 (pPB115)

Construgdo do plasmideo dador para a
cassete de vectores do gene FIPV N no
ORF5 (pPB116)

Lista das sequéncias SEQ ID para as

nos sitios ORF2 e ORF5

insercao da

sitio FHV-1

insercao da

* no sitio

insercdo da

sitio FHV-1

insercao da

sitio FHV-1

insercao da

* no sitio

insercdo da

sitio FHV-1

construcdes
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SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

NO

NO

N©°

N©°

N©°

N©°

N©°

NO

N©°

NO

N©

N©°

N©

N©°

N©°

N©°

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

- 13 -

Sequéncia completa da regido FHV-1 ORF1

ORF8 representada na figura 1

Sequéncia de aminodcidos

ORF1 da figura 1

Sequéncia de aminoacidos

figura 1
Sequéncia
figura 1
Sequéncia
figura 1
Sequéncia
figura 1
Sequéncia
figura 1
Sequéncia
figura 1

Sequéncia

de

de

de

de

de

de

aminoacidos

aminodacidos

aminoacidos

aminodacidos

aminodcidos

aminodcidos

ORF8 da figura 1

Oligonucledétido JCA054

Oligonucledétido JCAO055

Oligonucledétido PBO8O

Oligonucledétido PB0O81

Oligonucledétido PB082

Oligonucledétido PB083

Oligonucledétido PB084

Oligonucledétido PBO85

Oligonucledétido JCA056

Oligonucledétido JCAQ057

Oligonucledétido PB08S

-——>

parcial ORF FHV-1

da

da

da

da

da

da

ORF FHV-1 ORF2 da

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

FHV-1

FHV-1

FHV-1

FHV-1

FHV-1

ORF3

ORF4

ORF5

ORF6

ORF'7

da

da

da

da

da

parcial da ORF FHV-1
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SEQ ID N° 21 Oligonucledétido PB089

SEQ ID N° 22 Oligonucledétido JCAQ058
SEQ ID N° 23 Oligonucledétido JCA059
SEQ ID N° 24 Oligonucledétido JCA060
SEQ ID N° 25 Oligonucledétido JCAQ061
SEQ ID N° 26 Oligonucledétido JCA062
SEQ ID N° 27 Oligonucledétido JCA063
SEQ ID N° 28 Oligonucledétido JCA064
SEQ ID N° 29 Oligonucledétido JCAQ065
SEQ ID N° 30 Oligonucledétido JCAQ066
SEQ ID N° 31 Oligonucledétido JCAQ067
SEQ ID N° 32 Oligonucledétido JCA068

SEQ ID N° 33 Oligonucledétido JCAQ069

2. EXEMPLOS

Todas as construgdes de plasmideos foram reali-
zadas utilizando as técnicas convencionais de Dbiologia
molecular descritas por Sambrook J. et al. (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual. 22 Edicao. Cold Spring Harbor
Laboratory. Cold Spring Harbor. Nova Iorque. 1989). Todos
os fragmentos de restricdo utilizados ©pela presente
invencao foram isolados wutilizando o estojo ("kit™)

"Geneclean" (BIO101 Inc. La Jolla, CA).

O wvirus wutilizado como virus parental é uma
estirpe CO do herpesvirus felino de tipo 1 (FHV-1). Este

virus foi isolado a partir de células renais de um gatinho
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recém nascido de wuma méde que sofria de rinotraqueite
infecciosa (C. Benoit Jeannin, Tese de Doutoramento de 3°
ciclo, Universidade de Lyon, 1983). As condigdes de cultura
deste virus foram j& descritas (Fargeaud D. et al. Arch.
Virol. 1984. 80. 69-82). Resumidamente, as células CRFK
("Crandell Rees Feline Kidney cells"), cultivadas em meio
minimo essencial de Eagle (meio "MEM) sao inoculadass com
uma estirpe FHV-1 CO wutilizando wuma multiplicidade de
infecgdo de 1. As células infectadas sdo depois incubadas a
37 °C durante cerca de 36 horas, até ao aparecimento de um

efeito citopatico completo.

Exemplo 1: Extraccgdo do ADN do herpesvirus felino

de tipo 1:

Apdés a cultura, o sobrenadante e as células
lisadas sao recolhidas e a totalidade da suspensdo viral é
centrifugada a 1 000 g durante 10 minutos a +4 °C para
eliminar os residuos celulares. As particulas virais séo
depois recolhidas por wultracentrifugacdo a 400 000 g
durante 1 hora a +4 °C. O precipitado ¢é recuperado num
volume minimo de tampdo (Tris a 10 mM, EDTA a 1 mM). Esta
suspensao viral concentrada é tratada por uma proteinase K
(100 pg/mL final) na presenca de dodecilsulfato de sédio
(SDS) (0,5% final) durante 2 horas a 37 °C. O ADN viral é
depois extraido com uma mistura de fenol/clorofdérmio,
depois precipitada com 2 volumes de etanol absoluto. Apds

uma noite a -20 °C, o ADN é centrifugado a 10 000 g durante
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15 minutos a +4 °C. O precipitado de ADN ¢é seco, depois

recuperado num volume minimo de adgua ultrapura estéril.

Exemplo 2: Isolamento do ARN gendémico da estirpe

FIPV 79-1146 e clonagem do ADN complementar

A estirpe FIPV 79-1146 foi cultivada em células
CRFK em meio DMEM (Gibco). O ARN viral gendmico foi isolado
utilizando a técnica de extraccdo com tiocianato de
guanidina/fenol-cloroférmio (Chomczynski P. e Sacchi N.,
Anal. Biochem. 1987. 162. 156-159). O0s oligonucledétidos
especificos (portadores nas suas extremidades 5’ de sitios
de restricdo para facilitar a clonagem dos fragmentos
amplificados) foram sintetizados de modo a gque possam
cobrir inteiramente as regides codificantes dos genes a
serem amplificados (respectivamente M, S e N). A reaccgao de
transcricdo inversa (RT) e a amplificagcdo em cadeia pela
polimerase (PCR) foram efectuadas de acordo com as técnicas
convencionais (Sambrook J. et al. 1989). Cada reaccao de
RT-PCR foi feita com um par de amplimeros especificos e
utilizando como matriz o ARN gendémico viral extraido. O ADN
complementar amplificado foi extraido com fenol/clorofdr-
mio/dlcool isoamilico (25:24:1) antes de ser digerido pelas

enzimas de restricao.

Exemplo 3: Clonagem e caracterizagdo da regido

FHV-1 ORFl - ORF7 (fragmentos EcoRl D e EcoRI F)

O ADN gendmico purificado da estirpe CO do wvirus
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FHV-1 foi digerido por EcoRI e os fragmentos D (cerca de
9 200 pb) e F (7 600 pb) foram clonados no vector
pBlueScript SKII+ para dar, respectivamente os plasmideos
PFHVEcCORID e pFHVECORIF. O plasmideo pFHVEcoRID foi
digerido por EcoRI e PstI e o fragmento EcoRI-Pstl de
979 pb foi isolado e ligado com o vector pBS-SKII+,
previamente digerido por EcoRI e Pstl para dar o plasmideo
pPB050. O plasmideo pFHVEcCORID foi digerido por PstI e o
fragmento PstI-PstlI de 2 388 pb foi isolado e ligado com o
vector pBS-SKII+, previamente digerido por Pstl para
produzir o plasmideo pPBO051. as insercgdes contidas nos
plasmideos pFHVEcoORIF, pPB050 e pPB051 foram totalmente
sequenciadas nas duas cadeias para produzir a sequéncia da

figura 1 (SEQ ID N° 1).

Vérias grelhas de leitura aberta de tamanho
superior a 65 aminoacidos foram identificadas nesta

sequéncia (figura 1).

A primeira grelha de leitura (ORF1l) (posigdes 1 -
1587) é incompleta e codifica para uma proteina truncada de

529 aminoédcidos (SEQ ID N° 2).
A segunda grelha de leitura (ORF2) (posigdes 1655
- 2596) codifica para um polipéptido de 314 aminoacidos

(SEQ ID N° 3).

A terceira grelha de leitura (ORF3) (posicdes
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2733 — 4094) estd situada na cadeia complementar e codifica

para um polipéptido de 454 aminodcidos (SEQ ID N° 4).

A quarta grelha de leitura (ORF4) (posicdes 4476
- 5660) codifica para um polipéptido de 395 aminoacidos

(SEQ ID N° 5).

A qguinta grelha de leitura (ORF5) (posigdes 5869
- 7113) codifica para um polipéptido de 415 aminodcidos

(SEQ ID N°6).

A sexta grelha de leitura (ORF6) (posicdes 7449 -
8900) codifica para um polipéptido de 484 aminodcidos (SEQ

ID N°7).

A  sétima grelha de leitura identificada na
sequéncia da figura 1 (ORF7) (posigdes 9153 - 9731)
codifica para uma proteina de 193 aminodcidos (SEQ ID N°

8).

A oitava e ultima grelha de leitura identificada
na sequéncia da figura 1 (ORF8) (posigdes 9908 - 10803) ¢é
incompleta. Estd situada na cadeia complementar e codifica
para uma proteina truncada de 298 aminodcidos (SEQ ID N°

9).

As diferentes grelhas de leitura aberta sao

reunidas na tabela a seguir: (Tabela 1)
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Grelha de leitura Inicio - Fim Tamanho em
aberta (posigdes na aminoacidos
figura 1)
ORF 1 1 - 1587 529 aa
ORF 2 1655 2596 314 aa
ORF 3 4094 2733 454 aa
ORF 4 4476 5660 395 aa
ORF 5 5869 7113 415 aa
ORF 6 7449 8900 484 aa
ORF 7 9153 9731 193 aa
ORF 8 10803 - 9908 298 aa

Pensa-se que a grelha de leitura aberta FHV ORF2

recentemente caracterizada ¢é homéloga do gene HSV-1 UL40

(RR2Z) .

Exemplo 4:

sitio FHV-1 ORF2 (pPB107)

O plasmideo pFHVEcCORID foi digerido por EcoRI e

(figura n° 2)

Construcdo do plasmideo dador para o

Sacll para isolar o fragmento EcoRI-SacII de 1509 pb.

adaptador KpnI-EcoRI contendo o sitio Pmel foi obtido por

hibridacéo dos 2 oligonucledtidos sintéticos seguintes:

JCA054 (24 mero) (SEQ ID N°

10) :

57’ CTTGCCGGGGTTTAAACCGGTITICG 3’

JCAO055 (32 mero) (SEQ ID N°

11):

e

5’ AATTCGAACCGGTTTAAACCCCGGCAAGGTAC 37
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O fragmento EcoRI-SacIl e o oligonucledétido de
cadeia dupla foram ligados no vector pBS-SKII+, previamente
digerido por Kpnl e Sacll, para produzir o plasmideo pPB106
(4 407 pb). Um oligonucledétido sintético de cadeia dupla
portador dos sitios de clonagem HindIII, Clal e Apal foi

obtido por hibridacdao dos 2 oligonucledétidos seguintes:

PB080 (32 mero) (SEQ ID N° 12):
57 TGCAAAGCTTATCGATCCCGGGGCCCGGTGCA 37 e
PB081 (32 mero) (SEQ ID N° 13):

5" CCGGGCCCCGGGATCGATAAGCTTTGCATGCA 37

O oligonucledétido assim obtido foi ligado com o©
plasmideo pPBl106, previamente digerido por Pstl (sitio
unico de pPBl106) e tratado com uma fosfatase alcalina, para
produzir o plasmideo pPB107 (4 439 pb) (figura n° 2). Este
plasmideo contém os bracos flanqueantes 5’ (SacII-PstI 530
pb) e 37 (PstI-EcoRI 979 pb) do sitio FHV-1 ORF2 assim como
um sitio multiplo de clonagem permite a insercao de uma

cassete de vectores.

Exemplo 5: Construcdo do plasmideo dador para o

sitio FHV-1 ORF5 (pPB110) (figura n° 3)

O plasmideo pFHVECORIF (ver exemplo 3) foi
digerido por Sacl e Smal para isolar o fragmento SacI-Smal
de 1 367 pb. Um adaptador Sall-Kpnl contendo o sitio Pmel

foi obtido por hibridacéo dos 2 oligonucledtidos seguintes:
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PB082 (21 mero) (SEQ ID N° 14):
5" GGGGGCCGTTTAAACCGGTAC 37
PB083 (17 mero) (SEQ ID N° 15):

57’ CGGITTAAACGGCCCCC 37

O oligonucledétido de cadeia dupla assim obtido e
o fragmento SacI-Smal 1367 pb foram ligados com o vector
PBS-SKII+, previamente digerido por Kpnl e Sacl para
produzir o plasmideo pPB109 (4 247 pb). Um sitio multiplo
de clonagem foi obtido por hibridagdo dos 2 oligonu-

cleétidos sintéticos seguintes:

PB084 (28 mero) (SEQ ID N° 16):
5’ TCGAGAAAGCTTATCGATCCCGGGCCCG 37
PB085 (28 mero) (SEQ ID N° 17):

5" TCGACGGGCCCGGGATCGATAAGCTTTIC 3’

O oligonucledétido cadeia dupla assim obtido foi
ligado com o plasmideo pPBl09, previamente digerido por
Sall e tratado com a fosfatase alcalina, para produzir o

plasmideo pPB110 (4 275 pb) (figura n° 3).

O plasmideo contém os bragos flanqueantes 5’
(SacI-Sall 699 pb) e 3’ (Sall-Smal 668 pb) do sitio FHV-1
ORF5 assim como um sitio miltiplo de clonagem permitindo a

insercdo de uma cassete de vectores.
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Exemplo 6: Construgdo da cassete de vectores para

o gene FIPV M (figura n ©° 4)

Uma reaccao de RT-PCR foi realizada com o ARN
gendémico da estirpe FIPV 79-1146 e com os oligonucledtidos

seguintes:

JCA056 (40 mero) (SEQ ID N°18)
57 TTTGAGCTCGCGGCCGCATGAAGTAATTTTGCTAATACTC 37
JCAO057 (27 mero) (SEQ ID N° 19)

5" TTTGGTACCGTTTAGTTACACCATATG 3’

com vista ao isolamento precisamente do gene que
codifica para a glicoproteina de membrana (FIPV
M) sob a forme de uma cassete Sacl-Kpnl. Apds
purificagao, o produto de RT-PCR de 823 pb foi
digerido por Kpnl e Sacl para isolar um fragmento
KpnI-Sacl de 813 pb. Este fragmento foi 1ligado
com o vector pBS-SKII+, previamente digerido com
Kpnl e Sacl, para produzir o vector pJCA080 (3
668 pb). A sequéncia do gene M foi verificada por
sequenciacdo e verificou-se ser 1déntica a
anteriormente publicada (Vennema H. et al.
Virology. 1991. 181. 327-335), sequéncia que ¢

incorporada por referéncia no presente pedido.

O plasmideo pCMVb (CLONTECH) foi digerido por
EcoRI e Notl para isolar o fragmento EcoRI-NotI de 819 pb
contendo a regido promotora do gene imediato precoce do

citomegalovirus humano (fragmento A). O plasmideo pJCA080



PE0870046 - 23 -

foi digerido por KpnI e Notl para isolar o fragmento NotI-
Kpnl (gene FIPV M) de 804 pb (fragmento B). Os fragmentos A
e B foram entédo ligados com o vector pGEM-7Z2f + (Promega),
previamente digerido por EcoRI e Kpnl, para produzir o

plasmideo pPB104 (4 614 pb).

Uma reacgdo de PCR foi realizada com os oligo-

nucleétidos seguintes:

PB088 (30 mero) (SEQ ID N° 20)
57 TTGGGTACCGCCTCGACTCTAGGCGGCCGC 37
PB089 (32 mero) (SEQ ID N° 21)

5’ TTGGGTACCGGATCCGAAAAAACCTCCCACAC 37

e a matriz pCMVb para produzir um fragmento de 252 pb
contendo o sinal de poliadenilacédo do gene precoce do virus
SV40. Este fragmento foi digerido por Kpnl para isolar o
fragmento KpnI-Kpnl de 233 pb (fragmento B). Este fragmento
foi entdo ligado com o plasmideo pPB104, previamente
digerido por Kpnl e tratado com a fosfatase alcalina, para
produzir o plasmideo pPB105 (4 847 pb) (figura n° 4). Este
plasmideo contém uma cassete de vectores com o promotor
HCMVIE - gene FIPV M - poliA SV40 mobilizdvel por digestéo

com Apal-Clal ou Apal-HindIII.

Exemplo 7: Construgdo da cassete de vectores para

o gene FIPV S (figura n° 5)

Uma reaccdo de RT-PCR foi realizada com o ARN
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genémico da estirpe FIPV 79-1146 e com os oligonucledtidos

seguintes:

JCA058 (39 mero) (SEQ ID N° 22)
5'TTTGAGCTCGCGGCCGCATGATTGTGCTCGTAACTTGCC 37
JCA059 (38 mero) (SEQ ID N° 23)

S5'TTTGGTACCGTTTAGTGGACATGCACTTTTTCAATTGG 37

com vista ao isolamento precisamente do gene que codifica
para a glicoproteina espicula (ou "spike" ou ainda
designada a seguir "S") (FIPV S). Apds purificacédo, o
produto de RT-PCR de 4 387 pb foi digerido por Kpnl e Sacl
para 1isolar wum fragmento KpnI-Sacl de 4 375 pb. Este
fragmento foi ligado com o vector pBS-SKII+, previamente
digerido com Kpnl e Sacl, para produzir o vector pJCA081
(7 234 pb). A sequéncia do gene S foi wverificada por
sequenciacdo e verificou-se ser idéntica a essa previamente
publicada (de Groot R. et al. J. Gen. Virol. 1987. 68.
2639-2646), sequéncia que é incorporada por referéncia no

presente pedido.

O plasmideo pCMVb foi digerido por EcoRI e NotlI
para isolar o fragmento EcoRI-NotI de 819 pb contendo a
regido promotora do gene imediato precoce do citomegalo-
virus humano (fragmento A). O plasmideo pJCA081 foi
digerido por Kpnl e Notl para isolar o fragmento NotI-Kpnl
(gene FIPV S) de 4 372 pb (fragmento B). Os fragmentos A e
B foram entdo ligados com o vector pGEM-7Zf +, previamente
digerido por EcoRI e Kpnl, para produzir o plasmideo

pJCA082 (8 180 pb).
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Uma reacgdo de PCR foi realizada com os oligo-

nucledétidos seguintes:

PB088 (SEQ ID N° 20) e PB089 (SEQ ID N° 21) (ver
exemplo 6) e a matriz pCMVb para produzir um fragmento de
252 pb contendo o sinal de poliadenilacdo do gene precoce
do wvirus SV40. Este fragmento foi digerido por Kpnl para

isolar o fragmento Kpnl-Kpnl de 233 pb (fragmento B).

Este fragmento foi ligado <com o ©plasmideo
PpJCA082, previamente digerido por Kpnl e tratado com a
fosfatase alcalina, para produzir o plasmideo pPB055
(8 413 pb) (figura n°® 5). Este plasmideo contém uma cassete
de vectores com o promotor HCMV-IE - gene FIPV S - poliA

SV40 mobilizavel por digestdo Apal-Clal.

Exemplo 8: Construgdo do gene spike modificado

(FIPV S*)

A  sequéncia do gene FIPV S foi sujeita a
mutagénese de maneira a modificar as regides responsaveis
pela indugdo de anticorpos facilitadores, sem alterar as
funcgdes da glicoproteina S. Esta modificacao foi Jja
descrita no pedido de patente FR-94 10379 (publicacéo N° 2
724 385), aqui incorporado por referéncia, e foi realizada

da maneira seguinte:
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8.1.: Mutagénese do sitio Al (figura n° 6)

O fragmento central do gene FIPV S HindIII-
HindIII de 1723 pb (nucledtidos 1696 a 3418) foi clonado no
vector pBS-SKII +, previamente digerido por HindIII e
tratado com a fosfatase alcalina, para produzir o plasmideo
pJCA083 (4 678 pb). O sitio Al estd situado no subfragmento

HindIII-Sspl (posicdes 1696 a 1845) deste fragmento.

O sitio Al foi sujeito a mutagénese por PCR
utilizando a estratégia seguinte: Os oligonucledtidos

seguintes foram sintetizados:

JCA060 (95 mero) (SEQ ID N° 24)
5"ATGAAGCTTAGTGGTTATGGTCAACCCATAGCCTCGACACTAAGTAA

CAT CACACTACCAATGCAGGATAACAATACTGTTGTGTACTGTATICG 3’

JCA061 (88 mero) (SEQ ID N° 25)
57"AAAAATATTGTACCATAAAGAACTTTTGCAAGTGGAATGAACATAAA

CTG AGAATTGGTTAGAACGAATACAGTACACAACAGTATTG 3’

JCA062 (20 mero) (SEQ ID N° 26)

57’ ATGAAGCTTAGTGGTTATGG 3’

JCA063 (20 mero) (SEQ ID N° 27)

5’ AAAAATATTGTACCATAAAG 37

Os oligonucledétidos JCAQ060 e JCAO61 foram

hibridados entre eles gragas a sua sequéncia complementar
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comum de 23 pares de bases. O hibrido assim obtido foi
utilizado, apdés alongamento das suas extremidades 3’, como
matriz para uma reacgdo de PCR utilizando os oligonucled-—
tidos JCA062 e JCA063. Esta reaccdo de amplificacéao por PCR
permitiu obter um fragmento de 159 pb. Este fragmento foi
digerido por HindIII e Sspl para produzir um fragmento
HindIII-Sspl de 149 pb (fragmento A). Este fragmento contém
o0 sitio Al modificado em duas posigdes (Val no lugar de Asp
na posicdo 568 e Tyr no lugar de Asp na posicao 591). O
plasmideo pJCA083 foi digerido por HindIII e digerido
parcialmente por Sspl para isolar o fragmento Sspl-HindIII
de 1 569 pb (fragmento B) por Geneclean (BIOC10l1 Inc., La

Jolla. Ca.).

O wvector pBS-SKII+ foi digerido por HindIII e
tratado com a fosfatase alcalina para produzir o fragmento

C (2 960 pb).

Os fragmentos A, B e C foram a seguir ligados
conjuntamente para produzir o plasmideo pJCA084 (4 678 pb)
(figura n°® 6). Este plasmideo contém o fragmento HindIII-
HindIII do gene FIPV S modificado por dois aminodcidos do

sitio Al.

O gene FIPV S pode ser a seguir reconstituido
substituindo o fragmento HindIII-HindIII natural (posigdes
1696 a 3418) pelo fragmento HindIII-HindIII contido no
prlasmideo pJCA084. O gene completo FIPV S modificado no
sitio Al pode entdo ser utilizado por construgdes de

prlasmideos de vectores ou de virus recombinantes.
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8.2.: Mutagénese do sitio A2 (figura n° 7)

Os oligonucledétidos seguintes foram sintetizados:

JCAO064 (20 mero) (SEQ ID N° 28)

5’ GGACAATATTTTTAATCAAG 3’

JCAQ065 (36 mero) (SEQ ID N° 29)

5’ TTTAACAACCTGCTCATTGGTTCCTGTACGTGCAGC 37
JCAQ66 (36 mero) (SEQ ID N° 30)

5’ AAGTTTTATGTTGCTGCACGTACAGGAACCAATGAG 37
JCAO67 (20 mero) (SEQ ID N° 31)

57 ATCACTAACATTTTTAAAGC 3'

Uma reaccdo de PCR (PCR A) foi realizada com os
oligonucledétidos JCA064 e JCAQ65 e com o plasmideo pJCAQ083
como matriz para sintetizar um fragmento de PCR de 199 pb

(fragmento A).

Uma reaccgdo de PCR (PCR B) foi realizada com os
oligonucledétidos JCA066 e JCA067 e com o plasmideo pJCA083
como matriz para produzir um fragmento de PCR de 273 pb

(fragmento B).

Os fragmentos de PCR A e B foram hibridados entre
eles graca a sua regiao complementar de 46 pb e o produto
desta hibridacéo, apdés alongamento das extremidades 3', foi
amplificado por uma reacgdo de PCR (PCR C) com oOs

oligonucledétidos JCA064 e JCA067 para produzir um fragmento
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de PCR de 424 pb. Este fragmento de PCR foi digerido por
Sspl e Dral para produzir o fragmento de restrigcdo Sspl-

Dral de 402 pb (fragmento C).

O plasmideo pJCA083 foi digerido por HindIII e
Sspl para isolar o fragmento HindIII-Sspl de 149 pb

(fragmento D).

O plasmideo pJCA083 foi digerido por HindIII e
Dral para isolar o fragmento de restrigdo Dral-HindIII de

1170 pb (fragmento E).

O vector pBS-SKII + foi digerido por HindIII e
tratado com a fosfatase alcalina para produzir o fragmento

F (2960 pb).

Os fragmentos C, D, E e F foram a seguir ligados
conjuntamente para produzir o plasmideo pJCA085 (4 678 pb)
(figura n°® 7). O fragmento central HindIII-HindIII 1 723 pb
do gene FIPV S contido em pJCA085 possui um sitio A2
modificado ao nivel de 3 aminodcidos (Tyr no lugar de Asp
na posicao 643, Gly no lugar de Arg na posicado 649, e Lys

no lugar de Arg na posicao 656).

O gene FIPV S pode ser a seguir reconstituido
substituindo o fragmento HindIITI-HindIII natural (posicgdes
1696 a 3418) por o fragmento HindIII-HindIII contido no
plasmideo pJCAQ085. O gene completo de FIPV S modificado no
sitio A2 pode ser entdo utilizado para construgdes de

plasmideos de vectores ou de virus recombinantes.
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8.3.: Mutagénese dos sitios Al e A2 (figura n° 8)

Os fragmentos A (exemplo 8.1), C e E (exemplo
8.2) foram ligados com o vector pBS-SKII+, previamente
digerido por HindIII e tratado com a fosfatase alcalina,
para produzir o plasmideo pJCA085. O fragmento central
HindIII-HindIII de 1 723 pb do gene FIPV S contido em
pJCA085 apresenta 2 alteragdes de aminocdcidos ao nivel do
sitio Al (ver exemplo 8.1) e 3 alteracdes de aminodcidos ao

nivel do sitio A2 (ver exemplo 8.2).

O plasmideo pJCA081 (exemplo 7) foi digerido por
HindIII para isolar o fragmento HindIII-HindIII de 5 511 pb
(fragmento A). O plasmideo pJCA085 foi digerido por HindIII
para isolar o fragmento HindIII-HindIII de 1 723 pb
(apresentando 5 alteragdes de aminodcidos em relacdao a
sequéncia da estirpe FIPV 79-1146) (fragmento B). Os
fragmentos A e B foram ligados conjuntamente para produzir
o plasmideo pJCA087 (7 234 pb) (figura n°® 8). Este
plasmideo contém o gene FIPV S modificado ao nivel dos

sitios Al e A2 (= gene FIPV S¥*).

8.4. Construgdo da cassete de vectores para o

gene FIPV S* (figura n°9)

O plasmideo pCMVb foi digerido por EcoRI e Notl
para isolar o fragmento EcoRI-NotI de 819 pb contendo a

regido promotora do gene imediato precoce do citomegalo-
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virus humano (fragmento A). O plasmideo pJCA087 (exemplo
8.3) foi digerido por Kpnl e Notl para isolar o fragmento
NotI-Kpnl (gene FIPV S) de 4 372 pb (fragmento B). Os
fragmentos A e B foram entdo ligados com o vector pGEM-
72f+, previamente digerido por EcoRI e Kpnl, para produzir

o plasmideo pJdJCA088 (8180 pb).

Uma reacgcao de PCR foi realizada com ©s

oligonucledétidos seguintes:

PB088 (SEQ ID N° 20) e PB089 (SEQ ID N° 21) (ver
exemplo 6) e a matriz pCMVb para produzir um fragmento de
252 pb contendo o sinal de poliadenilacdo do gene precoce
do wvirus SV40. Este fragmento foi digerido por Kpnl para

isolar o fragmento KpnI-Kpnl de 233 pb (fragmento B).

Este fragmento foi ligado <com o ©plasmideo
pJCA088, previamente digerido por Kpnl e tratado com a
fosfatase alcalina, @para produzir o plasmideo pPB056
(8 413 pb) (figura n°® 9). Este plasmideo contém uma cassete
de vectores promotor HCMV-IE - gene FIPV S* - polyA SV40

mobilizavel por digestao ApaI-Clal.

Exemplo 9: Construgdo da cassete de vectores para

o gene FIPV N (figura n° 10)

Uma reaccdo de RT-PCR foi realizada com o ARN
genémico da estirpe FIPV 79-1146 e com os oligonucledtidos

seguintes:
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JCAO068 (37 mero) (SEQ ID N° 32)
5" TTTGAGCTCGCGGCCGCATGGCCACACAGGGACAACG 31
JCAO069 (33 mero) (SEQ ID N° 33)

5’ TTTGGTACCGTTTAGTTCGTAACCTCATCAATC 3’

para isolar precisamente o gene que codifica para a
proteina de nucleocapside "N" (FIPV N). Apds purificacdo, o
produto de RT-PCR de 1 161 pb foi digerido por Kpnl e Sacl
para iscolar wum fragmento SacI-Kpnl de 1 148 pb. Este
fragmento foi ligado com o vector pBS-SKII +, previamente
digerido com Kpnl e Sacl, para produzir o vector pJCA089
(4 007 pb). A sequéncia do gene N foi verificada por
sequenciacdo e verificou-se ser idéntica a anteriormente
publicada (Vennema H. et al. Virology. 1991. 181. 327-335),
sequéncia que é aqui incorporada por referéncia no presente
pedido.

O plasmideo pCMVb (CLONTECH) foi digerido por
EcoRI e Notl para isolar o fragmento EcoRI-NotI de 819 pb
contendo a regido promotora do gene imediato precoce do
citomegalovirus humano (fragmento A). O plasmideo pJCA089
foi digerido por KpnI e Notl para isolar o fragmento NotI-
Kpnl (gene FIPV N) de 1 137 pb (fragmento B). Os fragmentos
A e B foram ligados com o vector pGEM-7Zf+, previamente
digerido por EcoRI e Kpnl, para produzir o plasmideo

pJCA090 (4 953 pb).

Uma reaccdo de PCR foi realizada com os oli-

gonucledétidos seguintes:
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PB088 (SEQ ID N° 20) e PB089 (SEQ ID N° 21)
(exemplo 6) e a matriz pCMVb para produzir um
fragmento de 252 pb contendo o sinal de poli-
adenilacdo do gene precoce do virus SV40. Este
fragmento foi digerido por Kpnl para isolar o
fragmento KpnI-KpnIl de 233 pb (fragmento B).
Este fragmento foi entdo ligado com o plasmideo
PJCAQ90, previamente digerido por Kpnl e tratado
com a fosfatase alcalina, para produzir e}
plasmideo pJCA091 (5 186 pb) (figura n° 10). Este
plasmideo contém uma cassete de vectores promotor
HCMV-IE - gene FIPV N - poliA SV40 mobilizavel

por digestdo com Apal-Clal ou Apal-HindIII.

Exemplo 10: Construgdo do plasmideo dador pPBlll

e isolamento de vFHVO0l (figura n°ll)

O plasmideo pPB105 (exemplo 6, figura n°4) foi
digerido por Apal e HindIII para isolar o fragmento Apal-
HindIII de 1 925 pb (fragmento A). O plasmideo pPB107
(exemplo 4, figura n° 2) foi digerido por Apal e HindIII
para isolar o fragmento Apal-HindIII de 4 419 pb (fragmento
B). Os fragmentos A e B foram ligados conjuntamente para

produzir o plasmideo pPBl11l1l (6 332 pb) (figura n°® 11).

Este plasmideo contém a cassete de vectores HCMV-

IE/gene FIPV M/poliA SV40 no sitio FHV ORF2.

O plasmideo pPBl1l1l foi linearizado por digestaéao
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com Pmel, extraido com uma mistura de fenol-clorofdrmio,
precipitado com etanol absoluto, depois recuperado em agua

estéril.

As células CRFK, que formam um tapete celular bem
estabelecido em caixa de Petri (Corning 4,5 cm de diémetro)

foram a seguir transfectadas com a mistura seguinte:

1 pg de plasmideo pPBlll linearizado + 5 ug de
ADN viral de FHV-1 em 300 pL de meio MEM e 100 ug de
LipofectAMINE (Gibco-BRL Cat# 18324-012) diluidos em 300 uL
de meio (volume final da mistura = 600 uL). Estes 600 uL
foram a seguir diluidos em 3 mL (volume final) de meio MEM
e colocados sobre 3.x10° células CRFK. A mistura foi
deixada em contacto com as células durante 5 horas, depois
eliminada e substituida por 5 mL de meio de cultura. As
células foram entao deixadas em cultura durante 24 horas a
+37 °C. Apdés 24 horas a 48 horas de cultura, 1 mL de
sobrenadante de cultura foi recolhido e varias diluigdes
deste sobrenadante foram wutilizados para infectar novas
células CRFK (cultivadas em caixa de Petri (Corning 4,5 cm
de didmetro) de maneira a obter placas isoladas, sendo cada
caixa infectada com 1 mL de uma diluicdo do sobrenadante
inicial. Apds um contacto de 1 hora a 37 °C, o meio de
infecgdo foi eliminado e substituido por 5 mL de meio MEM
com 1% de agarose, mantido em sobrefusdo a 42 °C. quando a
agarose foi solidificada, as cailxas foram incubadas
48 horas a 37°C em estufa de CO; até ao aparecimento de
placas. A camada de agarose foi entdo eliminada e foi

realizada uma transferéncia das placas virais numa membrana
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estéril de nitrocelulose do mesmo didmetro que a caixa de
Petri que serviu a cultura. Esta membrana foil ela prépria
transferida para uma outra membrana de nitrocelulose de
maneira a obter uma "cépia" invertida da primeira
transferéncia. As placas transferidas para esta ultima
cépia foram entdo hibridadas, de acordo com as técnicas
normais conhecidas do especialista da técnica, com um
fragmento do gene FIPV M marcado com digoxigenina (DNA
Labelling Estojo ("kit"), Boehringer Mannheim, CAT #
1175033). Apdés a hibridacado, as lavagens e colocagdo em
contacto com o substrato de revelacdo, a membrana de
nitrocelulose foi colocado em contacto com um filme
autorradiogrdfico. As imagens de hibridacdo positiva nesta
membrana indicaram que estas eram as placas que continham
virus FHV recombinantes tendo inserida a cassete FIPV M. As
placas correspondentes a estas placas positivas foram
retiradas de forma estéril para a primeira membrana de
nitrocelulose, colocadas num tubo Eppendorf contendo 0,5 mL
de meio MEM e sonicadas para libertar os virides da
membrana. O meio contido no tubo Eppendorf foi a seguir
diluido em meio MEM e as diluicgdes assim obtidas serviram
para infectar novas culturas de células CRFK. Um virus
recombinante, contendo a cassete HCMV-IE/FIPV M/polilA
inserida no sitio ORF2, pura a 100% foi assim isolada apds
3 ciclos de purificagdao e foi chamado vFHV0l. A homologia
da recombinacdo foi verificada por PCR utilizando
oligonucledétidos situados de parte e de outro do sitio de
insercdao. A auséncia de manipulacdo no genoma do virus
recombinante vFHV01l, para 1la da regido de recombinacédo, foi

verificada pela técnica de transferéncia de Southern.
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Exemplo 11: Construgio do plasmideo dador pPBl12

e isolamento de vFHV02 (figura n° 12)

O plasmideo pPB056 (exemplo 8.4, figura n° 9) foi
digerido por Apal e Clal para isolar o fragmento Apal-Clal
de 5 466 pb (fragmento A). O plasmideo pPBl07 (exemplo 4,
figura n°® 2) foi digerido por Apal e (Clal para isolar o
fragmento Apal-Clal de 4 426 pb (fragmento B). Os
fragmentos A e B foram ligados conjuntamente para produzir
o plasmideo pPB112 (9 898 pb) (figura n° 12). Este
plasmideo contém a cassete de vectores (HCMV-IE/gene FIPV

S*/poliA SV40) no sitio FHV-1 ORF2.

As células CRFK foram transfectadas com uma
mistura de plasmideo pPBll2 (linearizado por Pmel) e de ADN
viral de FHV-1 como descrito no exemplo 10. Uma placa viral
positiva para a cassete HCMV-IE/gene FIPV S* foi purificada
como descrito no exemplo 10, mas wutilizando wuma sonda
homéloga FIPV S*, e amplificada para produzir o virus

recombinante vFHVO02.

Exemplo 12: Construg¢do do plasmideo dador pPBl113

e isolamento de vFHV03 (figura n° 13)

O plasmideo pJdCA091 (exemplo 9, figura n° 10) foi
digerido por Apal e HindIII para isolar o fragmento
ApalHindIII de 2 244 pb (fragmento A). O plasmideo pPB1l07
(exemplo 4, figura n°® 2) foi digerido por Apal e HindIII

prara isolar o fragmento Apal-HindIII de 4 419 pb (fragmento
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B). Os fragmentos A e B foram ligados conjuntamente para

produzir o plasmideo pPB113 (6671 pb) (figura n°13).

Este plasmideo contém a cassete de vectores

(HCMV-IE/gene FIPV N/poliA SV40) no sitio FHV-1 ORF2.

As células CRFK foram transfectadas com uma
mistura de plasmideo pPBl113 (linearizado por Pmel) e de ADN
viral de FHV-1 como descrito no exemplo 10. Uma placa viral
positiva para a cassete HCMV-IE/gene FIPV N foi purificada
como descrito no exemplo 10, mas wutilizando wuma sonda
homéloga FIPV N, e amplificada para produzir o virus

recombinante vFHVO03.

Exemplo 13: Construgdo do plasmideo dador pPBl14

e isolamento de vFHV04 (figura n° 14)

O plasmideo pPBl105 (exemplo 6, figura n° 4) foi
digerido por Apal e HindIII para isolar o fragmento Apal-
HindIII de 1925 pb (fragmento A). O plasmideo pPB110
(exemplo 5, figura n°® 3) foi digerido por Apal e HindIII
para isolar o fragmento Apal-HindIII de 4 256 pb (fragmento
B). Os fragmentos A e B foram ligados conjuntamente para
produzir o plasmideo pPB114 (6 169 pb) (figura n°® 14). Este
plasmideo contém a cassete de vectores (HCMV-IE/gene FIPV

M/poliA SV40) no sitio FHV-1 ORF5.

As células CRFK foram transfectadas com uma
mistura de plasmideo pPBll4 (linearizado por PmeI) e de ADN

viral de FHV-1 como descrito no exemplo 10. Uma placa viral
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positiva para a cassete HCMV-IE/gene FIPV M foi purificada
como descrito no exemplo 10 e amplificada para produzir o

virus recombinante vFHVO04.

Exemplo 14: Construgdo do plasmideo dador pPBl1l5

e isolamento de vFHVO5 (figura n° 15)

O plasmideo pPB056 (exemplo 8.4, figura n°® 9) foi
digerido por Apal e Clal para isolar o fragmento Apal-Clal
de 5 466 pb (fragmento A). O plasmideo pPB1l10 (exemplo 5,
figura n°® 3) foi digerido por Apal e (Clal para isolar o
fragmento Apal-Clal de 4 263 pb (fragmento B). Os
fragmentos A e B foram ligados conjuntamente para produzir
o plasmideo pPBl15 (9 735 pb) (figura n°® 5). Este plasmideo
contém a cassete de vectores (HCMV-IE/gene FIPV S*/poliA

SV40) no sitio FHV-1 ORF5.

As células CRFK foram transfectadas com uma
mistura de plasmideo pPB115 (linearizado por Pmel) e de ADN
viral de FHV-1 como descrito no exemplo 10. Uma placa viral
positiva para a cassete HCMV-IE/gene FIPV S* foi purificada
como descrito no exemplo 10, mas wutilizando wuma sonda
homéloga FIPV S*, e amplificada para produzir o virus

recombinante vFHVO05.

Exemplo 15: Construcdo do plasmideo dador pPBllé6

e isolamento de vFHV06 (figura n° 16)

O plasmideo pJCAQ091 (exemplo 9, figura n® 10) foi

digerido por Apal e HindIII para isolar o fragmento Apal-
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HindIII de 2 244 pb (fragmento A). O plasmideo pPB110
(exemplo 5, figura n°® 3) foi digerido por Apal e HindIII
para isolar o fragmento Apal-HindIII de 4 256 pb (fragmento
B). Os fragmentos A e B foram ligados conjuntamente para
produzir o plasmideo pPBl16 (6 508 pb). Este plasmideo
contém a cassete de vectores (HCMV-IE/gene FIPV N/poliA

SV40) no sitio FHV-1 ORF5.

As células CRFK foram transfectadas com uma
mistura de plasmideo pPBl116 (linearizado por Pmel) e de ADN
viral de FHV-1 como descrito no exemplo 10. Uma placa viral
positiva para a cassete HCMV-IE/gene FIPV N foi purificada
como descrito no exemplo 10, mas wutilizando wuma sonda
homéloga FIPV N, e amplificada para produzir o virus

recombinante vFHV06.

Exemplo 16: Construcgdo de plasmideos dadores para

a insercgdo de cassetes de vectores no sitio ORF2 de FHV-1

De acordo com a mesma estratégia descrita acima
para a insercdo de cassetes de vectores (genes colocados
sob o controlo de promotores HCMV-IE ou MCMV-IE ou promotor
duplo MCMV-IE/RNA 1,8 kpb) no sitio ORF2, & possivel
construir herpesvirus felinos recombinantes que expressam a
um nivel elevado imunogénios do calicivirus felino (FCV),
do wvirus da panleucopenia felina (FPV), do virus da
leucemia felina (FelV), do virus da imunodeficiéncia felina
(FIV), ou de outros patogénicos felinos, ou ainda citocinas

felinas.
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Exemplo 17: Construcdo de plasmideos dadores para

a insercgdo de cassetes de vectores no sitio ORF5 de FHV-1

De acordo com a mesma estratégia descrita acima
para a insercdo de cassetes de vectores (genes colocados
sob o controlo de promotores HCMV-IE ou MCMV-IE ou promotor
duplo MCMV-IE/RNA 1,8 kpb) no sitio de ORF5, €& possivel
construir herpesvirus felinos recombinantes que expressam a
um nivel elevado imunogénios virus FCV, FPV, FelV, FIV, ou

outros patogénicos felinos, ou ainda citocinas felinas.

Exemplo 18: Produgdo de vacinas

Para produzir uma vacina, os virus recombinantes
obtidos de acordo com a invencdo sao cultivadas em células
CRFK. A recolha do wvirus recombinante faz-se quando o
efeito citopatico ¢é completo. As células 1lisadas e o
sobrenadante de cultura sédo recolhidos. Apds clarificacéao
do lisado celular para eliminar os residuos celulares, a
solugao viral é titulada A solucgédo viral é a seguir diluida
numa solucdo estabilizadora para a liofilizacdo, repartida
numa razdo de uma dose vacinal (10?2 DICC50 a 107 DICC50)

por frasco, e enfim liofilizada.

Lisboa, 3 de Abril de 2009
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REIVINDICAGCOES

1. Vacina viva recombinante compreendendo, como
vector, um herpesvirus felino compreendendo e expressando,
pelo menos, uma sequéncia nucleotidica que codifica para um
polipéptido, estando esta sequéncia inserida nos sitios
ORF5 e/ou ORF2 de FHV, sitios que, no sitio FHV-1 CO,
apresentam as sequéncias nucleotidicas de posicdes

respectivas 5 869-7 113 e 1 655-2 596 na SEQ ID NO: 1.

2. Vacina wviva recombinante de acordo com a
reivindicagédo 1, caracterizada por a ou as sequéncias
nucleotidicas estarem inseridas nos sitios ORF5 e/ou ORF2
por insercdao simples, ou apds delecdo total ou parcial

destes sitios.

3. Vacina viva recombinante de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizada por a ou as sequéncias
nucleotidicas estarem inseridas num dos sitios ORF5 ou

ORF2, e por uma delecdo ser realizada noutro destes sitios.

4. Vacina viva recombinante de acordo com
qualquer das reivindicag¢bdes 1 a 3, caracterizada por, para
expressar a sequéncia inserida, o vector compreende um

promotor eucariota forte.

5. Vacina viva recombinante de acordo com a
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reivindicagdo 4, caracterizada por o promotor forte ser um
promotor CMV imediato precoce, de preferéncia o promotor

CMV imediato precoce de murineo ou humano.

6. Vacina viva recombinante de acordo com
qualquer das reivindicagdes 1 a 5, caracterizada por
compreender, pelo menos, duas sequéncias nucleotidicas
inseridas no sitio ORF5 ou ORF2Z sob o controlo de

promotores eucariotas diferentes.

7. Vacina wviva recombinante de acordo com a
reivindicacdo 6, caracterizada por os promotores eucariotas
serem promotores CMV imediato precoce de origens animais

diferentes.

8. Vacina wviva recombinante de acordo com a
reivindicagdao 6, caracterizada por compreender uma primeira
sequéncia nucleotidica associada ao promotor CMV imediato
precoce e uma outra sequéncia nucleotidica associada a um
outro promotor, tendo oS dois promotores as suas

extremidades 5’ adjacentes.

9. Vacina viva recombinante de acordo com
qualquer das reivindicacdées 1 a 8, caracterizada por
compreender uma sequéncia nucleotidica que codifica para um
polipéptido antigénico, estando esta sequéncia inserida nos

sitios ORF5 e/ou ORF2.
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10. Vacina wviva recombinante de acordo com a
reivindicacao 9, caracterizada por compreender uma
sequéncia nucleotidica que codifica para um polipéptido
antigénico de um agente patogénico felino, estando esta

sequéncia inserida nos sitios ORF5 e/ou ORF2.

11. Vacina wviva recombinante de acordo com a
reivindicacao 10, caracterizada por <compreender uma
sequéncia que codifica para um antigénio seleccionado entre
o grupo de antigénios do virus da peritonite infecciosa
felina, do wvirus da leucemia felina, do wvirus da
imunodeficiéncia felina, do virus da panleucopenia
infecciosa felina e do calicivirus felino, estando esta

sequéncia inserida nos sitios ORF5 e/ou ORF2.

12. Vacina viva recombinante de acordo com a
reivindicacao 10, caracterizada por compreender uma
sequéncia nucleotidica, seleccionada de entre as sequéncias
nucleotidicas que codificam para os polipéptidos M, S
modificado ou N de FIPV, estando esta sequéncia inserida

nos sitios ORF5 e/ou ORF2.

13. Vacina viva recombinante de acordo com a
reivindicagédo 10, caracterizado por compreender, pelo
menos, uma sequéncia nucleotidica seleccionada de entre o
grupo de sequéncias correspondentes aos antigénios env,
gag, pol do wvirus da leucemia felina, aos antigénios env,

gag, pol do wvirus da imunodeficiéncia felina, ao antigénio
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da capside VP2 do virus da panleucopenia infecciosa felina,
ao antigénio da cdpside do calicivirus felino, aos
antigénios M, S modificado, N, 7b, polimerase do virus da

peritonite infecciosa felina.

14. Vacina viva recombinante de acordo com o
conjunto das reivindicagdes 8 e 12, caracterizado por a
sequéncia nucleotidica inserida sob o controlo do promotor
CMV imediato precoce ser uma sequéncia nucleotidica que
codifica para o polipéptido M, N ou S modificado do virus
FIPV e por a sequéncia nucleotidica inserida sob o controlo
do promotor associado ser uma sequéncia nucleotidica gque

codifica para um antigénio de uma outra doenca felina.

15. Vacina viva recombinante de acordo com
qualquer das reivindicacbdes 1 a 14, caracterizada por
compreender uma sequéncia nucleotidica que codifica para um
polipéptido imunomodulador, estando esta sequéncia inserida

nos sitios ORF5 e/ou ORF2.

16. Vacina wviva recombinante de acordo com a
reivindicagdo 15, caracterizada por esta sequéncia nucleo-
tidica ser seleccionada de entre o grupo das sequéncias que

codificam para as citocinas.

17. Férmula de vacina multivalente compreen-
dendo, em mistura ou a misturar, pelo menos, duas vacinas

vivas recombinantes tais como definidas em qualguer das
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reivindicagdes 1 a 16, compreendendo estas vacinas sequén-

cias inseridas diferentes.

18. Fragmento de ADN compreendendo, pelo menos,

uma sequéncia seleccionada no grupo constituido por:

- a sequéncia definida pelas posigcdes 1 a 8 193
na SEQ ID NO:1;

- a sequéncia do sitio ORF2 definida pelas
posigdes 1 655 a 2 596 na SEQ ID NO:1;

- a sequéncia do sitio ORF5 definida pelas
posicdes 5 869 a 7 113 na SEQ ID NO:1;

- as sequéncias flanqueantes de 100 a 800 pb
situadas a montante e a jusante do sitio ORF2 na SEQ ID
NO:1;

- as sequéncias flanqueantes de 100 a 800 pb
situadas a montante e a jusante do sitio ORF5 na SEQ ID

NO:1

19. Utilizacdo de uma vacina de acordo com
qualquer das reivindicagdes 1-16 ou de wuma fdérmula de
vacina de acordo com a reivindicacgdo 17 para a preparacgao
de uma vacina para gatos destinada a uma administracdo por

via parentérica ou local.

20. Utilizacdo de acordo com a reivindicacao 19,
na qual a referida wvacina para gatos é destinada a uma

administragdo por via oronasal.
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21. Utilizacéo de acordo com a reivindicagao 19

ou 20, na qual a dose vacinal é 10? DICC50 a 10’ DICC50.
22. Utilizacédo de acordo com qualquer das

reivindicagdes 19-21, na qual a referida vacina para gatos

é¢ destinada a uma administracdo numa Unica vez.

Lisboa, 3 de Abril de 2009
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Psil

1 CTGCAGRAATTTICAACARAAAAACTGTCTAAGGAATGTACARAGGETETGLTTCCCCTTTTGAAG

1P LeuGloAanPhoAsRLY B LY BLARSGZLYSGINCYETRARLY SELiyValLouProheukonlys

64 CTACTCGATCCCATGACAATAGCCATCAACAGCGACACAGACCOTCCCACTGETGTATCTATA
2P LaukeudapProdetThrllianlallolanSarAspthrAspArgProTherGlyValityalle
127 TACCTAGAACCCTGECATCOCEGATATCAGATCOATAT T AAATATCGCCEECAATCCTCSOATCS
43)Tyrva1&1u£xart§ﬂiahlahspxxexrgsarrlebsnksnnatazgclyuatLeuhiaSar
190 GATGARAACTCLAGATCTGATAATATATTTACCTETITTATECACCCCGGACCTATTCTTORAT
G4FAnplluasnSerArglyedspAsullepheserCysheutrpThrProdsphoubhabisasp
253 AGETATCAACGCCACCTAGGCEGAGAGCTAANTGTCAT T TGGACTCPATTTCATSATGLCGCA
P ArgPyrolnaArgliskeudlydlyeluvalisnvallleTrpthriouPheAspAspAladia
318 TCCCATCTTIRGAABCTTTATGGAAAGGAATTTAATGAGGAATATGAACCTOTGRAGGECGGSY
1067 SerHisleusSeryaheutyrGlybyastlubherenslutluPMyviCluArglouGlinhiadlia
379 COTATGCEETETTGACAGCCTGUCTATTCAAGAGATCSCOCTATCTTAPTOTEAGAAGTGCAATA
12T GilyMetGlyValispSarieuProlledinGludetAl aTyrieulleValirgferaialie
442 ATGACLGGEAGTCCCTTCTTAATET TCAAGGACGLGTIGTAACGTECACTATCACTTCEATACA
148k MatThrGlySerrroPhalaudatPhalysispilatyeianvValiiaTyrEiaPheAspThy
505 COTCEGEATRCOUTCACAACATCARAACLTATGTACTGAMATCATTCAGRAGECTACAGACACT
169P ArgalivaspAlabeuthrPhrSoerdsnkeulyaThrdlullellaglinlvailaThrAapPhye
568 AARCATGGUGTTTGTAACTTCATAAGTATAAATCTACCGCAATCTTTACCLGCATCGGCTCAT
190F nyaRiasGlyValCysAsakaullaSerTladanlenProGlnlyaLenirgailaieorAiagie
631 GATCAGAGCTTGTATTTCAGTATCCCATTACTCATTCECGCAGCATNTALCGCTACGATATTT
211raspGinserbentyrPhasorilaProtanhkeulledrgiliasdlafyrihiralathriiePhe
884 GTCAACGCAATCATCCGTECTGRAAATTTCCCCACACAAGCEGCCATGCGEGETETAGARGAA
232PValasnalaNerMetAvgiladlyvasnPheProThroluilaAl aNetArgGlyValelud i
737  AATCGCTCTCTTGGATTGEETATACAGGGGOTCCATACCACGTTTTTCCCCCT RAGAGATGGAT
253 AamAYQSerEeuGlyLentlyIleglinGlyLeulisThrThrPhaLonplalenGluMatiep
820 ATGETTTCTTATGARGCCCETCAUTTARACCACCARATTTTAGAGAGTUTGUTCCTGGGACCA
2P RetValSartyrEludlasirgArgleuAshArgSlinilebsutinsariaubeuleusliyvala

Hindill

883 ATCCARCGCTAGCACATLCCTATGCAAGCTTGGTATGACACCATTTAAAAACTTCAGAGAGAGT
205P TiaHiaAlafar TRESArLeUuCYALYRLauGly et THY ProPhaLysAsnFheargoluser
948 ATCTATGGACCGTCOTITATTACCCTTIEATCGCATACCCARACACCCCCUTTATACATTYTARA
LGP T1leTyrGlyArgClyheukeubroPhaAsphlatyrProisnThrProlaulledisPhelys
100% AAATGOLAGCRATTGAGASTAGTTATGATCAAATACGAACTITACAATTCTCAATTTCTAGCA
33 LystrpGlnGlinlenargVaivalNet Me s Ly sty rGivheulTyrAsnSerGinPhovValala
1072 TTRAATGCCAACGOGTGTCCTCETCCCAGGTCACTGAGAG TAGCGAGGGETTCTCTCCAATTTTT
358 LouMetProThrValsersersexrglavalThrGiusiorSerCluclyPhaSarFrollePhe
1135 ACTAATCTOTTTAGTAAACTCACTAGTALCGGCCAGATLTTACCACCAAACTTACAGTTGATG
379 parAsnleubhaferhysValThrSarThrGlyGlullebhauArglrodsnlantlohoutiat
1198 CGGACGATACGACGCCTATITTCCCAGGEARTGUCCLCGTCTCTCTETTATATCAACCTPGGAA
400F AxgThrIleArgArglenPReRroArgtlucysilairghoudexValllafarthriouslin
1281 GUIGCOCCAATGCTCCATACGTOETACATICGCOGATC TCOCCGATTATCACCCCCTAGCAARA
£21F 21 aAlaCinTrpSerfliadrgalyAlaPhatlydaphentlyvispFyrRisPraoaleuAlakys
1324 TTCAAANCCGOCATTCGAATATGATCAACGACAGTIGATAGATATRTGTGUEGARCAGGGCCLCT
4427 PheLy s ThrALAFBSGLUTY XA PGLRAYOGlaLauTiadupMatCysAlaRspRrgAlePre
1387 TTTCTAGATCAAACGCCAGTCCATGTCTUIGTTTATCTCTGAACCOGUTCATRACAAMATTACCC
463 PhavalispGinSerflnsSariatlarbaubhelladardlulroAladspllylysioubre
1450 GCCTCUTAGGATTATGAACCTCCTTGTACATGCATATARATGTCEACTGAAGACCGGTATGTAT
84¥alaserhrgiledotasnloulauValiisAlaTysLyeCyatliyieuLy sThrGlyNat Yy
1513 TATIGTAAGCTCAMAMAGGCTACCAACAGTRETGTCTTCTCOGRAGGLGAACTCATTTAOTALT
20SP ryrCyabysheulkysLysAlaThrAsnSarGliyValPheSarGlydlyCluioullelysThy

1576 AGTTGCCACCTTTAAACCATTGTATATCATE TUTCCTAACGCATC TACCCC CAATACCEOTCTCCACTOCAR
B26% SerCysHisLouses

Figura 1
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1648 TACCARRATGCCGGTATCCATAGACTCTGAT TG TAGCGCCTCELEATACTYTTACACCCTGGAA
I MatProValsarIloASpSRrAspOysSarAlaSerArgTy2zPhePyrThrheusi

1712 TETCCAGATATAAACATETTGRCEETCTOTCAGTATCGCGRAATAGGTRGTTAGRAACCEATTTS
20kcyaProdsplleiandetlhouhrgserieuseriledlaisnargTrpleudinThraspheay

1775 CCAATCGGTCATGATATAAAGGACATTACTACACTATCCCAATCGRAGTTCGACTTTTATCET
it ProlleGliyAspAspilakysispllethrThriensSerGliuserGinlatAspPheYyrary
Sacl ’
1838 TICTATPTACATTTCTATCTGLCGUCOACGATCYECTTAACCTEAATCTOGECAATCTATCT
§2¥pheheulPhaThrPhobeussriladladspasplavValasnlouisnleuGlyAsniansar
1901 GAGCTCTTCACCCAARAAGATATTTTACATTATTACATTCAACAGGAATETATAGACGTCETC
g3?oluleuPhathrglinbyaispllebeuiiatyrivriledlugdlatlautyalletluvaival
1964 CATTUGCOTGARTATAGCOCAATACAACTCOTCCTTT T TAAATOTGATCCGGAGGUGCGETACG
104P HigSarArgGluryrSerilalilaGlinlouleulonPBalyaCyshapAlaGiuiAladrgThy
2027 GCCTATGTSGATTOTATGATTACAAAGCCHEAGCTTECCGAGGAAGOTTCALATECETLCGLALCE
125¥AilnTyrvalAspSerdot IlaThrbyaProGlulevilalirglyeValiliuCysValAzrgThy
2080 CGRATTOOTGAATETEAATCCATAGCCCAGAAGGATATTCTCATGATCTTAATAGAAGOTATC
146F ArgTinGlyGluCyadluserilanlatliulvsiaplleksuetIliolauileoGludiyIle
2153 PTTITIGTTGCATCOTTCCCTCCTATAGC TTATCTGAGAA CCACAACATATTCATCGTAALT
187 PhePhevalAlassrPheAladlalledlalTyrhevAargTthriisldnanlilePhellaValThy
2216 TOTCAAACCAACGATCTTATCAGCCACEATCAGGCCATACATACAAALGCATCCTGLTGTATC
I8P CyacinThrasnisploenilefarArghepCisilalisisThrasanilasariysCyslle
237% TACAMCAACTACCTCOCGGUTCAMRTTARACCATCCACSGAGRGGATTCACTOGTTATITAGA
200r TyrASnAspTYrLauProAlaslinllalysfroferthrdluirglilalisSerhanFhsary
Psit
2342 GASGCTGTSGAACTTCAGTETSASTTTATCTCAACATCCROTCCOCGUTGCAGTAATCTACTC
230 21luAlavalGluLeRGliuCyaGlubs leSarThrCysilarroazrglysSerannkanlen
2405 AACCTCGCOCATATTIGTAAT TATG TTCGETATAGTOCBEACCEETTCCTCLGETATTATCARA
2510 asnvValiladeplleCyehenTyrValArgTyyBarAladrspArglauliautliyIlaliolhys
2468 GTCOCCTCCTATITTCAALGTOCCECCTCCTCATCCCGATTTTCCOT TAGCCITTATGGTAATT
272¥ValAlaprollerhedsnValpfrobrobrodiabProdaplheProkavilaPhaMatVallile
25331 GAAARACATACCAATMTYTTTCCAGAGACATAGCACTACATACAGTGOCACTATTATCAATCGAT
293P GilukysRiaThrAsnPhePheBluArgRisSar ThrtheTyrSasdlythrvallilcAssAep
2594 , P AT AAACAATSTC T AATAATARAT T TAAT T TARGC TAACCTETATOTGRAT TCSTCCOTTTITTTITCAARAR
314 Lanews
2667 TRACTACACATGAGTCATTAGTAGCOTTCAACCGETC TOT T ICCCERTACATCCACTROTTC P T TAGTTATA
455€+ v s RanTYX
2739 ACGCCETOGCGAATCACAATCATCCCAATAGETAACCAGAACAACATAATAGTCGGGCRGEET
4524 AL gArgArgSarAspOYaAs AR pTIRYYETRRVAl kauValValTyrPyriapPropProthy
2802 TGAGATATGCTTCCAGRATAAG T TAGTTATATOTITGGCATTGRCEGCATCCCCTATAAAATG
43148erIlelistysTroPheluAanThzIleHisbysAlasnnilaalarapslyIlebhelldn
2865 TrTTAGTOTITCGAACACCACG TTAAAATTAGCCTTO T TIGGAGGATGEGAACCCGCTTTAA
4104 LysLanThrcluPhevaliLevhanPheAsnhiabysGlucGinieuilsdrovalarglysaken
2928 TAPTTGATAAGCGACCCCOTTGTCTCCEGEOTCATTC TAGCGATAAGETETTTGATARATITICE
3589¢ leSer LanArgGlyArgThrGluProThrdetirgAlallalheuiiakysllafhelysArg
2991 CTCGAGGACOATCATCTITITGTCTETCGCGEEEETAAAAATGAGAGAGTL TG TCACOCGETTT
3684GilukeuvalMet e tAsnOinArgRisArgProtTyrehelinsderhonArgRipALGREOLY S
3054 CATTATCOGTCGGTATCGAGATGICTATTTTAGAGTCAGACTCTGCTCTTCTATCATGGTCAG
3474{Het 1laProProtyrArgferThrtyrhysheuthrhoudarGlinaluGiulledst Phrkan
3117 CTGTTTAGACGATCCACGAATTTGAGATRGCCTCATCC TAPATCTETO TG TGCACATACATTC
3264QinlysSerderdlyargileClnSarProlerIlsArgTyrThrAspThrforet C¥aGlin
3180 AATATCOCGTICTTCTICACGATSAAGCATCACTGO TGOS TATCCCOGCATATACTAGT AGAGGA
305¢1ieAapaArgtiuclusierserderxilahspSerSerThrispargiyasllossrthrsarser
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3243 TTTTAGATTAATTACCTITTCETTTACCTTAGTTTTGC TCTGATCTCGT TCATTAGATCGOTAG
2844LysheuasnilevVallysGluLlysvVallyaThrLysSerGinBisArgGluisnserhrgleou
3306 ATTTTGTACGGATTTTAATATAGGTGTCTGGTGTAGATC TCTATGACACCGAACARATCECGC
2634 AspGinvValsarhysheullnbProthrSlnNislouAspThrHisCyesArgValPheargAla
EcoRt
3362 CACGAATTCCGAGTATGTCAGATTAACCGACGCAAGCACGTCCCTACATCETATTOTTGETOS
2424valPhetivSerTyrThrlovaAsnbnuseralaleuValAspArgOysarglilaThr¥rodre
3432 GARAAGTGGAATTATATCTAATATAATATCACACCCCATTAATATAAGATCGGTATCCOTTGT
2214rheloulrollinllodapleullallednpCyadliyMetioniieokeviapthrAsp Thethy
3495 ATAGATCTCCECGACCGTATTIGTATGATATAGATTAGCACATACATCATCAGCCTCCATATC
2004 ryrleGinAlavalthrasnthriisTyriauldsndlaCysValAspAaprladiuNetisp
3558  ACTGACATTTACATATGCOTALCCTACATACCEGATCACCTTTACACATARATCTATAACATAL
1794382 ValaenVa 1Dy rProTyrelyleutyrargilekoauAsnValoyshendrgtyriysheu

3621 ACGTECGETATRAGCTAATCAACTCCATCTCGCTGATATACGTTOTTGGATATCTACTTTGCA
158¢axgProThrTyralalouserderPrpArgAlaserllsdrgtiucGinlilaAspValiysCys
3684 ATCTTTOGEETTTCCACCATUTOS T TCCGAAGTATCT TCACACGECCCTCCATGTRGAATEGA
1374 AapLy s ProAsnGlyGliyAsp ProfluSerthraspilulysProGlydliyRisProlleser
3747 AAARTTOCOCCCAAGCATUCAGATCCACCCTGTAAACACATCGTCTCTGTCACTATAGCCTTGEC
1164 PRe Gl uGiyeudrgtly SerGlyGlyGlaloucysat ThrGlnThrVallledlalysila
3818 TCCATATTTTACCTGTOCATCACCATAGATACCTCTATCCGARMACGAAGATCCGAAAGTATGA
S5 4G L1y Ty rLysValGlodlvAaepSlyTyrileClyArgAspSorvalPhalleProPhatyrsar
3BT POGCPTCTGTAACAGTTTAAGAAGCCAAAAGRAACACTCGGCAGTCACCOTTIGCATTATCACT
144 arglyseinlevleuhyeleuleuserfhePheCyasinualaThrValthrilaisniapder
3938 PETATATCTITCTCOYGEAAAGAATTICTCCCATAAGTGTOTACATAACATTCCATAAATCTAT
5347k Ty ArgGluArgierkeulladlnsiyMatLeuTherTyrMotValien?rphovhnplle
3999 AGCOATGGETCTATARATACCAGETGETGTAGTYGATLLCATCATETTTITACCAAACGETTGCA
324AlaXl oErq‘;‘hr‘x‘yrr19611!9:91’:@!‘1:2'3!1::1 28AlaAspHiaLYaValloRAZGASNCY S
4062 GTAGGCOTATTTTAACATCCCAAATAAGCCCATICTCACACTATIGATTATATCTCETTTOCTAGRGCA
11€ryralaTyriysheuNatElyPhalautlydet
4131 GAGTCOTRT AR T TGHECRASCTAALMCAATC GO TECOGTGRASGCAGT TCCCCAALTAGATTAACCCCTARTYGA
4205 TrATOLACAT TATAATGCOCTGRGTGECEGARTCATCECCCLACCCAAL TCAAARCACGACCARATATGAGLRG
4379 CrOTCTCOAACCTCAAAATCC TA TG TEATCATCAACAR TAAAAA TCRAACC ARARTACATGOTAGKTAATTA
4353 ATCOTCTCC T CACTOTERCOTCATAGCROGGCOOTGAAGCCTATAAAGAATACAGGTCCGAGRARATTGTCTT
4427 ACTITICCCT T IGTGAST I T TAA T TI S TEPETAARACTAGCTCTCTACGATGGCATTTCCACCGTCGAGA
lrHetAlaPheProProsarArg
4497 TTAGAGGTTGGAATAAATAAALCTATTAACCATCOGGL ACAAGT TETCCACGUGEGACOTOTT
g LeuGluvaltiyllieranhysilalladsnEisProilacinvaliVvalBiasilaglyProlen
4580 CCCOETSGTETCEAATCTAACACTATCTTCOGARACGOTOTCC TCGAACAAGACAAGLTACGE
209 PproGlyGiyValGluSerAsnThrilobPhedliyAsnalaVallautlinvoliviaphyshonarg
4623 GAGCTAATGACCATATTGACACCOATATCCACCAGTCT TAAARACTCAT T TTTCOTTITYTAGT
“NFgiluvailetPhrileleuThrirolleserthrfarbaulysisnfarthelenvValrhesSer
4686 GUCCATCGGATETIGATICATACCAGTCTATETCACGRACACATATATATACCAATATCAALG
Ti*AlaanpGlyHetLaulleHiaThrSarvalCyslisGluGlinileTyrIieProllodarliyve
4749 AATCAGTTTICATC ATATAGATGCACATATGGACAGCCTOCGETATTI T AGCGAATATECAC
G2 aanGlinPheSerSarPyrirgPrpThelyrGlyGinfroalavalPhelisuAlaAsnMatEls
4812 GGACCTCETAGCTISTTOGACGTATTTAMALTACTGOGAGAAAAAGTBCAACCAAGAMGGTA
1l3dGlyasgargSerLankenAspValPhelky s THeThrGlyAYgLysSerAlaTthrLhyabyaval
4875 ATTITCGAGATARCTAATGTICATCCGEETAGAATCTTAAACCAAGTAGTTTTTAACT TAGAD
134* 1lerheCluTlaThrisaValiisfroGlyArgstlatisnginValvalPhehsnboulap
4938 CTCGATGGTCCALTATCTYCTTCACAACTTATAAAATCAGAAT T TAATAATTATTRTGTTATG
155 LenanpGlyGliyLeuserSerserflabeullokysserGlufhodsnAsnTyrCyavaltiat

5001 TTACCCACSAGAGTACCCCATPTOALGCTTCAGTITTC ARAACC TOAACTAAACARAATATTG
176 LeuproThrargValProisphauthriautlinPhesariyaProGlinlensnhysllelon
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Spst
5084 GACCTTCCAARACGCATAAAATCTACACTAGTLTTTCAATCTACGSTGAGAGAAACCATCAAT
‘ 197k ArplLauslybyaArgllielyeserThirLeuValPhedluSerThrValArgSluthrIlsAsn
5127 ATTATATCOGACGTCOOGAGAGTAACATTTALCACCACTCATCAATCCGCTGATGGAAATCAA
218" TieIlasSerAspValelyArgValThr RReThrPheThrHisGluSerAlaAdspGlykaenGlin
5190 CATAGCCGOTCTATTTTACGCAGCTCTCCCAAGRTCCCACATACTTGCTARTGTATCATCAACC
239 aspSarArglysllialevirgieviheufroArgierdialielauGivisnValbarSarthr
5253 GITAATTTCTCISGEEPTTTGARAAACCOTTCCGCCTAGCTTTEEAATCCCCOGTAAACTTITTT
250 ValtasnPhesersliyVallhoukysProPheArgheovalabeuGludexProvalasnPhiePhe
§316 CAACTTOTTCOTAAATTGARACTTACACATATCGACGTCAGLCTCARATTTCTTCTTCACTCCA
281 ginlevbenikzrglysbenlyvalasuThrEiaThraspValSerLeudsnPhalPhalhaThriro
£37% AGTACTACACCCATSTTAACTCTGACTACCAGAARALCCATTEC TETAATGATSTTTTTCTTC
302F SerTheThzProMetheussrhouThr ThrArglysProvaldliyvaliatMet FhaPhebhe
5442 TOTACCACGGAATCTCTAGGATCATCCGAGTUARTTAAARCCOGGGATATGRATCATCOCTCG
333 cyaThrrhrolutysbeutlySersarcluserilabhysThrGlyAspietAspiapProder
8505 ACAACCOACGGAGGAAAGTATLOCCAGETTAAACCGCCCACTEYTACAAGAGTTICCCTEATTOT
344P ThyThrGluGluGluserileProdrghoulysAvgArgVallhaudlutliunPhedzgispiar
5568 GAAGGACCCACSTAAAAAACTTTCTACTTTTIGTTITACTCATCTCCACTATGCAACCLGAATCCT
3550 aluGliyProSaerLyshysloucysThePhaVallyrSarSarProbendysAsnProhsnPre
5631 GOTACACCOGEAGAARACCCATCTCATATT TAGATCTAANTAGCCANTACCACAGATCETTCROCTETA
386F ClyThrArglGlyGluAsnProSazrAsplles =« 3
S700 TR TGAT O AT T IS T AR A TAAAG TA T T T I T AA T T AT AT ATCTOTAST TICOTTTATTCATAMALG |
T4 CTAGTTAGATATCTCCACCCACATTITTCTCOTAT T TOTAATAAAMATTGAGC CRAGEOGAANGAAAGTCAGTAY
Sact
5848 CTCGOCAGCCAGACTTCOGETATGCCCACCGATGACTOTACGTCTCCAACTAATGCAGCTERGEAGC
P etAlathrAspisplysthrierProThrAsnaladAlatliySer
§914 TCAACAACCAACAATAACGETCICGCPCCAGAAGGGATATCGGATATAACACTACCCTCATTT
16 serThrThtAspianisndlyhatAlaProflutlyllaserdsplIiethricubrelarbthe
$877 ACTGTCAGCCARCTGCTLLCGATCCAGGACTGRATGTATCOCATGTCTETACACGGCAALTAMA
3P ThrValArgAsntynferGliyviarAryThetlydyslledlalysValTyrThrAlaThrLye
6040 QCGTTATGTTATATAGEGCTCCAATCIGGRAATTTTARCAGCATCGATCEUTCTCATTTRECTC
5eFalabeulysTyriiedliyValolnserdlyIlehouthralaserilealalenllatrpleon
6103 CTAACACCTACAACAACATATOCAGCCOGRATCOT TATATTITATAACTCTAATATCCACRATG
7oF LeunThrArgThrThrThr?yralallagliylletsuliofhalliaSerticulladerThriiat
6166 AGGUTCTCTATGETARMAAACTECAACGTATCACAACTATATGCCEUTTTRCTCAGALCCTCTET
100PargleusSarMet Vallya TherCluargTlathriarIilaCysArgPheThrGlathrioulys
6228 GTPGGCCATAGCGECAGTTCGATGLCCOTETRATCATTTETTACAACCAGTYECATTTACCCCT |
121k valialelliealarlavalolyTrpalacysdeplephbeukatcinProvealclyPhaThelre
§292 CTTCTACTCCTATGTCTAGCACGAATCGLTGTATOTGC TGCGATCATACATEGTGTTTTACTTC |
42 LenleubeuleutyahourlacliyllsalavaloysAladlallellelisvalPhatysPhe
6355 ATCTCCACAGLCARTGOATCAGGARCACATTTICGTATGGCCATCETTACCATSACCLTICEET |
163 TletyaPhrAladsnalySerdlythrHisPhadrgotilalleValPhrNot ThrlouGly
6418 GUCCTGTTGERGAGTATCGAGTATCGCCETGACTGTGRRATCTGRARATTCTCATCGECLTCGGT |
184FAlalulieutlyValserserlaedAlavalTheVallysSerslullobsulle@lyleuGly |
6481 ATTCCATGCTCGATTATTCTCTCCCAGCGAGACTT TECAATGATACTTAGAGACACATGTCAT |
2057 3lerlacCysSerIlollevalsaralnargherPhaclytetilebsuArgAnpThriyalits
6544 TACAGATTAGCTCOTTATTCOTTAATGCECACTTTTACGCATTTGOGLCOTOC TGO TAACCAT |
2P PYrATGLORGIYAYQEYrSarhauMe t AL The PhoThrAspLouGiyArgGliyAlaksnHis
Sall
5607 AATCCAGTCGACTTTATCETACCCAACATCGACEATGTOTACGAGGACARGATTAGCAGCETT |
247 asnProvVelanpPhallevalProhsntieGludspValtyrGiviaplysiiesSerSarval |

8670 AARATTITTCGAGAACACCCCACTTTCATTATGGRCCCCOTTGATAGGGCTAACCCTCACCCCT
WEFLysIlePheArgtlulisProThriesIloMetilaProleulleGlykeuThrLou ThrPro |
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6733 CCGATATGOGOTTATIOTC ACATCACTRAANTATCCCCATGATTTTCAGACGCCC T T AAL AGTTY
289?PrailewrpalywyrtysﬂisI1arthyaTyralyR&nkspPhasiufbrﬁrnhearhrv§1
6796 CTCATTTIGTCTTATCGTITEGACATPETTTGCUATTTIGCCTGGAACCTTTCATGGTCTACCGA
319¥anxlaCyavalzlevalclyniacyaLankla?hecyaheuclnsrcnenxatValTyrarg
6853 AGAATGTATATACCTGAGGTCCTCGTEAGTTICCATSGCATSEC TCAAATAACCGOGAPAGTE
33 P ArgletTyrIileProCluvalleuvalsarkhoNisclyfotAlaciuIletheliyTloval
§322 TTGGCACTGCTTGE TG TAAATI T TTGGCACGLCOCTGETTTIGACTCTGECTATATC PCAGACT
352*&eu&laLauLaualqulhanyheelyThrproLeuvalLsu?hrhau@lax1a3arclurhr
6385 CTAACTTIGCCTACTCCATITACGAAARATCATCCTCOECGCGAARL GO TGO TGO TACCTAC
373*Lauwh:eya&auhauﬁisLeu&rgh?ax1ezleheuﬁzykiahysaxgLguAlaAlnThrTyt
TH4B CTATGCAGGEGTOTACACACCOGC ATG T AT T T AL TG TGG AR TG TG T AT T TGTACAGTCAT
394'haucYshrgslybauxinThrnlyHatTerairhralaalynetCyswyrneu?yrSarxia

7111’ATGTAA&GTACCAETCAACACGATATAETTA?AKCGCGGTTGTGTCThATAACTGTTTTT&AATAAESAGATA
415 Bag e

7184 AGTCGARATCACACGIAG TEAMA TG O T T AR AN PR T T C TG T TA TG P TAGGAA TOTC T TRT T TTABLTA
Smal
1258 SO GCCAGRCCAT T TACA T OO CORGAT A CCA AT AR T TGO RA TG AGAC GA T A TAGCATOSCACGECRAATC
Salt

332 AT T T T A T A T T T G T A T AT R A A T A G T TGO TAC TG T GACRAC COC O TCAG TATTCA
7406  AANTAQTGATAATACTACTGCGCAGRTATTAT A TCTACCAGC ATG T OGO TACCACCCCCATATOCCAG
1PMetSarAiatheThrProlleserdin

T4 CCAACATCTCCATTCACTACTCCAACTAGRAGRTCTACAAATATAGC TACARGTTCRAGTACS
10 ProthirerProbhathr the ProThrArgArgSerThrARRIlaAlaATRESerSarSorThy
7538 ACCCAGGUATCCCAGCCAACATCTACATTAACTALTC AR TACAASCTCCACAACTATAGET
31’?hrﬂla&lasarﬁlarrurhrserwhrbouThtﬂhr&eu!ht&tgserserrhrrhrxlnxla
1802 ACAAGTCCGAGTACCACCCAGRCAGCCACATTCATAGGATCATC TACCGATTCCAATACCACT
52’Thrs«rrresetQher:GlnAlnalawhrﬁhgxlaclyser&exrhrxapsarkanrh:?hx
7665 TTACTCAAABCAACAARAAAACCAAAGCGTAAMAAGAATAAGAATAACCOSGCCAGATTTANA
?35heuLaaLyth:ThrLynbynPrenye&xﬁ&yabyahcuzynxszkanalyalaazgeha&ya
7728 PIAGATTGTGLATATAAGEGGOTTATC T ACAGACCS TAT T I TAGCCOTC T TCAGC TAAALTET
94*LankapcynalyryrhynalyVa1IJawyrhrquorerhoBnr?roheusln&nu&sacya
THL ACTCTACCCACAGAACCTCATATTACCAALCC TATTGACTTCCAGATOTOOTTTAAACCALGS
115 PhrioulrothedinfrokislleThrAsnlrollsAspPhaGlullatepPhelya ProArs
7834 ACCAGATTTGGGGATTTTUTTGGGEATAAAGAAGACTTCETAGCCAATCATACCLGCACCAGT
136 PR ARGPheGlyAsPPhe Lo uG lyAsplysGluAspPhovulGivAsn i sThrargThvr et
7917 ATATTACTATITAGCAGCCG TAATCEGAGTE TTAATTCCATGRATOTTEGCGACSOSACACTC
137F LleteuloulhoNar SerArgAsnGly SorValAsnSer¥at AsplontlpAspAlatherlay
7880 GGRRATCCTACAATCTAGEATACCAGATTACACATTATATAATATTCCCATACAACATACCGAR
1787 alyileLentinSerAryllefroAspTysThrlioutyrisnllobrolladinBisTthrain
8043 GUGATGTCATTGGUARTCAAATCTCTECAATCTOCCALGTCCOG IS TITATATATAGCGSETC
199*Llauneaar&eusxrxlahyusoer1ﬂ1ns¢x&larnxserGly?nl?erthrnhngcl
8106 TATGCTGGAGATEGACTAAATAAAACAGTECTACGACACSTARATSTATCTETASTOOCATAT
220‘Tyra1vcly&apaly&euhﬁnnrn?hrValhanalyaana1&9n?alSarValVa111&?yr
8163 CACCCCCCGAGCETAMTOTTACACCACGCECCAGTCTATTTAATAAGACCTTTGAGGCGGTA
241>aia9:@9:o3¢:¢alaannaurhrrraa:y&luﬂarbnurnoannbyarhr?hnﬁlukla?nl
8212 TOTGCAGTOGLGAAT TACTTCCCOUGATCCACGAAACT AACATGCTATOTTGACGRGAAGCCA
282P CysAlavalAlaAsnryrPhaProdrglerThrlyaleauThrPrpTyrhenaapalylyspre
8285 ATAGARAGUCAATACATTTCAGATACGOCAAGTGTATGGATAGATECACTCATCACCAGAAGT
283F IleGludzrgQintyrilefexAspThrAlafexValtrpllehaptelybeulieThrargser
8358 TCTGTCTIGGCTATTCCGACAACTGRAACAGATTCCGAGRAAACCAGATATACGATCTCGATTTG
304 servalleuAlallefzroTReThrGIuThrAspSerGlulysPronaplleArglyadaphen
8421 GAATGECATGARAGTCC T TATCO P AT AAGAGAT IO ACGAAAAGTETABLCCCCEACGTOTAT
ISP GIuTrpHisGluSerFrovalserPyr Ly sArgPhePhrLysSarvalAlabroAapValryr
8484 TACCCALCTAC TG IO T eI T T AL T T RO TGATAL ACGGGC TATATGTCATS TTARATSTGTA
3EF Py ProProthyValsarValThrPhaAladspthirArghlalleCysAapVallyscyeval
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8547 CCACGGGACGGGATATCCTTOATGTCCRAAATTCOTAACTACCATCTACCARAAGCAATSAGT
367 ProArgaspaliylleSerleuMat PrpLysllaaliyisnTyriiialouPraotbysilaNetsey
8518 GCTGATATACTGATCACAGGTCCOTRTATAGAACGTCCAGOTTTCCTCAACATTCAGAGTATS
388P AladesplilaolaullelhrGlyProtyallagluarglroglivienvalisnilaclinsSeriat
8671 TOTGATATATCACAAACGRATGGACCCOTRAGTTATACCTCTCAGACCATCGGATACCCACCA
403P CysraplleSarGluThrAsplliybrovValserfyrThriysGlinthrIletlyfyrProPro
8738 ATTCTACCGGGATTTTACGACACACAAGTLTACCGACGCETCCCOTGAAATCOTCAGTGAATCA
4307 TleleulProGlyPhalyrAspThrGinValtyraspAlasSerProtliullevaldertinsar

8799 AR TEGTTAGTETLGTTCCTGTAATACTAGCACCTGTTCTCATC ACAG TP T AT LT PATT
451 MetLenValserVa 1v:111an1xxeaeualyaxaVa 1inullethrValPhallePhalln
8882 ACGGCATTATGT T ATAT T AT TCTCAT CCCCGEUGA T TATAACTC T I A TACTICGTATAAL T TACTT

4AT2¥PhrAlaleulysheuTyrlyrSaxisbroargArglhoures
8929 ATCATARCCE T TP CAGCGE T A TA T I T A T AR CAG T T AA T T T T T A TAATAST P TACAAAGTCCATOSTT
S003  TATARMAAACRAGC U CAC T GE AT TA T AN T AT I CTATCCAT AT AAACCGAC T AN TCCOTRATCTTIOOTS
Spet

07T ACCCCCRRCSTAAT P AL TOTCACACAT TP AACTACTC TACCATCACCCAGAPATARTAARAAGRYTCGLGTOR
9151 ACATGCAACGTATGAGETCTACGTCACAGCCETICCTCGACGATACCACTCOTAGATATCGARCS
IPMeLGInG IyHetATgSexrThrfoxSinProbeuValblulleProbeuValispNotGiupPr

9215 ACAGCCATCTATACACTCCAACGAGCCTAACCCACCGAATAMRATET TCACGACAGCTATITC

it ocinProferiliaiissSerAsnGlubroianProfroAanklysMetLeuthrthrhlalinse

9378 ATCGCCTACGALTGECAAT I T T AT TC TCTGGC TATGT P TT T TTTCGGAGTTATCCTAAC
2FrserAzgArgfexGlyllatholaubhoSersuGliyMetPhabPhofhatlyValllelienTh
8341 AGCTACTATTATAGTATOTACATTCATATT TACAATACCAGTCEATATGCYCCAGATEOCRCG
EirralathrilelievaléyaTerPhellabheThrileProValAspMetLoutinNat ProAy
9404 CTCCCOTCAGGAAACGETGGETATCAAARACTGOTTGTATCCGACCGATTAGACGCCATETTAL
84P grys ProGlugluThrvalGly 1oLy sASRCYRCYsIleArgProllehrgargHisVally
9467 ATCACACCARCATCTAGTTCCCACATCTCCCGAATACATESAACRACCCGCLACCGCATOTGE
1050 aseariisGlnisplauvalilathrtysAladiuTtyrNetSInGlaProRlaThrAl aSerdl
853¢ TGTTGOAGCCCTTATACCATTATTICCACATC TTCAATGGACATGGGATATLTACARRCGALTC
126Paval@ivalaleullefrobaulenisplliePRsAsnClyAspalyl laSarThrAnnhapds
9553 TCTTTACGATTCTATTCTCTCTGATCARARAARAARTCRTETAATACATCAATECCCGTATGTCA
147TFrLeutyrAspCyslleLeuSerhaptlulyalyssSerCyahsnThrSeratAlavaleysal
9656 ATCRACATATCTTCCARATCCCCTAAGTGACTT TATTATGCGCETTAGGCAGATAT TETCTGG
168 nYerThrIiyrieublroisaproLensfarispPhalleMatArgvalirgClnlliePhalarGl
9719  AATCOTAAATC AT A A TCCATT P AL TAAR TAANTARACANTACCOT T TACG TAAT TARAACATGAT PO TAGT
186 vyIlaLheuhsnHige e
$78¢ CTTTAT I CT O T ATGTACGEGU G TCGG IGCATAACAACTCOAC AR TGATCAATTATATTCATTAACCTTIGTAL
9864 TARATTCCTCGGATTA T TRCATA TATCERAGATGATATCACAT TATTTTC TAAT AGCETRGTGTTTG ARAG
299¢ s eLysaxgIlealadinTheOinPhed

Bpal
8933 TCCACCCTACTAGTGCCATETUCGCGTITEGATCCAAGAGGCATTTAATCT TGCCAGAGTTITCA
2834 apValAzgSarThrGlyHisAlalirguysilederseralaanieurhralakeuTheroinl

3996 ATTCOGTATGTATCGTCRAGTAATCTACACCATGGHUGARATC T T TCTACTACTTC T PCAATC
26841 aalytyehrAspAsphonlenArgSerArgPlroirygPholrrgaiuvalvalclutiulilied
10058 CCAGGCGAGGATGATCCTCTGUG IGGEGAGG T T I TTCT T TACATCALCACATICGTPATATAAT
24741 yProSerSarSerArgArgArgProbeuldanlyslysValiapGlyCyvecluAsnTyrheud
Seail
10122 TCGGGATAATCACCTTTAGETCCCCOEEECCTIGRAACATTGALACT T T T T ATGACAAATCGET
2264 1uProTyrAspGlyLysFroGlyGliyProLysferCyatincysiyshysisCysllebrol
10185 GTCTCCTAATGCTCCCTATATTGOAGCTCTGAGGTAGTTCCAGACGUSGALGATCOTUTGGAL
2054 Rreln Y TR A6l Ty ey relnkeutlnSer PRy TRYGLYSarAlasarserClyArgsarc
Xhot

10248 TOCECGOTATC TICAGEGEARATACARLGAGGGTCTIGGTAATGAGTOTGETATGCATOTCGA
184¥ 1 pAla ThrASpGluProderl ety sArgProdisGinTyrRia TheG intyrAlaAspArgy

Figura 1
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10311 GOTICATCTCCATTACTGAGATTCEAGGANTTAAARGTITCAGTGAGACCOTAGGALGGATTA
163420 luAapElyAsnSarkeuAsnSerSarAsnPheThrGluThrLeuslyTyrSarProAsna

10374 TTRATATGATCTICCEGACTCTTICGEGTOGGATETCATCTAAACTGRTATAGCETGTTCLGTCA
142980 eRinsAspCiluiaralutlnProArdIleAspAsphouiarTRYTYIPLOTREGIVASRC

10437 CAQTCCGAGGAATCAAAALGATCATCGAGTTETTITSTCCGOGCATCCGATLTCAAGGRCETT
1218y BASPSErSArASPRRRASGASPASDPLARGIRLY 8 THTAT QAT AARRPI s TAT gLEURTOTRATA
10506 CTATOGAAGCACCOOTCTACCCURTCTEEGETATTAGAAGRETCCTCTCCARGACCTGGGEAG
1004 rgRisPhatyaRlySluvalClvaspbroThrisnserbxolisdsptlyloutlyProders
105863 GATATATCCOGAGGGOTTAGTORERACGCTAAGAGTGATCCCATACCOATATATGECTTIGGE
79€arIioAapArgrroThriaufroderalabouhauiarAl aetSIl vyt IYTRrcAsnPro®
10626 GOSCTGATCACAGCTEOTECCTAGGTAACATCATGATGACCGTETCGAGTRARTEOEEATGET
g€ roririisvalalaProProTyrThrValisplislisdlaBiaProThrbroFreiarirol
10689 AQTOGOAGSCTOTGCCOATOTATSTEPETCATCATCTATGAT ACACACCGCCTCTCAGTITTC
37Tt euProhenSerCloArgAspllaRisThristHetGlnSorVallysArgrrgtlintirbyad
EcoRl

10752 GOCCTCTCCCREETGRATC TCOCTCTICCACGTTOTATCGARCCAAGAATTL
1641 aAYSCIUA T THY SerArgAr gAY gllyArgClullasarGlylLeulls

Figura 1 (final)
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